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Resumo            
 
Elementos genéticos móveis, tais como transposões, bacteriófagos lisogénicos, ou plasmídeos, 
são comuns em bactérias. Normalmente, os plasmídeos contêm muitos genes, sendo de 
esperar que a chegada de um destes elementos a uma célula bacteriana ou a sua mudança de 
posição no interior da célula irá interferir com o funcionamento normal da célula hospedeira. 
Assim, a manutenção de plasmídeos, representa um custo para a bactéria hospedeira. Esse 
custo traduz-se numa redução da taxa de replicação da bactéria contendo o elemento móvel 
em relação à taxa de crescimento da mesma bactéria sem esse elemento. Suponhamos que 
um dado plasmídeo é portador de um gene útil à célula hospedeira. Perguntamo-nos, então: 
como é possível que, conferindo um custo e nenhuma vantagem, os plasmídeos sejam 
mantidos na bactéria hospedeira em vez de os genes benéficos serem recrutados para o 
cromossoma bacteriano? Este recrutamento por parte do cromossoma teria como 
consequência a possibilidade de usufruir dos genes benéficos sem ter que suportar o custo da 
sua manutenção. Uma hipótese para a manutenção de elementos genéticos móveis propõe 
que a manutenção da mobilidade desses elementos pode ser devida à necessidade de obrigar 
as células vizinhas a participar na formação de um “bem comum” codificado pelo gene 
benéfico. Esses bens comuns poderão consistir, por exemplo, em factores de virulência ou 
enzimas de resistência a antibióticos com acção no exterior das células bacterianas. O principal 
objectivo deste trabalho é avaliar esta hipótese no contexto da resistência a antibióticos, em 
particular nos genes que codificam para a enzima β-lactamase na resistência aos antibióticos 
β-lactâmicos (e.g., penicilina, ampicilina e outros). Os resultados desta tese mostram que a 
transferência horizontal de genes nem sempre consegue impedir a exploração das bactérias 
produtoras de β-lactamase por parte das não-produtoras. 
 
 
Palavras-chave: β-lactamase, Competição, Conjugação, Cooperação, Escherichia coli, 
Plasmídeos, Resistência Antibiótica, Transferência horizontal de genes.   
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Abstract            
 
Mobile genetic elements such as transposons, lysogenic bacteriophages, or plasmids, are 
commonly found in bacteria. Typically, plasmids contain many genes, and it is expected that the 
arrival of one of these elements into a bacterial cell or its change of position within the cell will 
interfere with normal host cell functions. Thus, one expects that the maintenance of plasmids 
represents a cost to the host bacterium. This cost translates into a reduction in the rate of 
replication of the bacteria containing the mobile element relatively to the growth rate of the 
same bacterium without this element. Suppose that a given plasmid carries a gene useful to the 
host cell. We ask ourselves: why is the host cell keeping the plasmid instead of recruiting the 
useful genes to the chromosome and discarding the rest of the plasmid? This recruitment by the 
chromosome would result in a chance to exploit the benefits of those genes without having to 
bear the cost of maintenance. One hypothesis for the maintenance of mobile genetic elements 
suggests that maintaining the mobility of these elements may be due to the need to enforce 
neighboring cells to cooperate in the production of a "public good" encoded by the beneficial 
gene. These public goods may include, for example, virulence factors or antibiotic resistance 
enzymes that act outside the bacterial cells. The main objective of this study is to evaluate this 
hypothesis in the context of antibiotic resistance, particularly with genes coding for the β-
lactamase enzyme in the resistance to β-lactam antibiotics (eg, penicillin, ampicillin, and 
others). The results of this thesis suggest that horizontal gene transfer cannot always prevent 
the exploitation of bacteria producing β-lactamase by the non-producing cells. 
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I – Introdução           
 
Em 1942 iniciou-se o uso de antibióticos, mais concretamente da penicilina, no tratamento de 
seres humanos. Pouco tempo depois começaram a surgir bactérias resistentes à penicilina. 
Nos anos que se seguiram, novos antibióticos foram introduzidos na prática médica e 
veterinária, mas casos de resistência continuaram a surgir, e pouco a pouco as bactérias 
foram-se tornando resistentes a todo os antibióticos introduzidos na prática médica. 
Actualmente, a resistência a antibióticos constitui um grande problema a nível clínico (Bennett, 
2008). 
A resistência a antibióticos pode ser devida ao aparecimento de mutações no cromossoma, 
normalmente em genes essenciais, ou devida à aquisição de genes que codificam para 
enzimas que inactivam o antibiótico ou que expulsam o antibiótico do interior das células 
bacterianas. Essa aquisição de genes pode ocorrer por transformação natural (Chen & 
Dubnau, 2004) ou pode ser mediada por bacteriófagos (transdução) ou plasmídeos 
mobilizáveis ou conjugativos (Cascales & Christie, 2003; Thomas & Nielsen, 2005; de la Cruz 
et al., 2009) e, muito raramente, por transposões conjugativos (Barlow, 2009). Assim a 
Transferência Horizontal de Genes (THG), presentes em elementos genéticos acessórios 
constitui um mecanismo frequente de disseminação de genes de resistência antibiótica, sendo 
a conjugação o mecanismo de THG mais responsável pela ampla disseminação da resistência 
antibiótica (Bennett, 2008; Barlow, 2009). Os mecanismos de THG são responsáveis pela 
disseminação de genes de resistência a antibióticos, quer no seio de bactérias patogénicas 
quer em bactérias comensais. A transferência mediada por plasmídeos pode ocorrer mesmo 
entre células bacterianas de diferentes espécies (Amabile-Cuevas & Chicurel, 1992; Courvalin, 
et al., 1995, Bahl et al., 2009). 
 
Não parece haver dúvidas que os plasmídeos podem ser úteis ao seu hospedeiro – a célula 
bacteriana (Simonsen, 1991)– providenciando-a com genes que codificam para características 
benéficas, tais como a resistência a antibióticos. No entanto, na ausência de antibiótico, a 
aquisição de um plasmídeo de resistência está frequentemente associada a uma redução da 
taxa de replicação da bactéria hospedeira (Modi & Adams, 1991; Andersson & Levin, 1999; 
Bouma & Lenski, 1988; Lili et al., 2007). Assim, não é claro porque é que a bactéria não recruta 
estes genes para o seu cromossoma (Bergstrom et al., 2000), podendo depois descartar-se do 
plasmídeo. De facto, podemos encontrar genes de resistência em cromossomas. 
Estranhamente, no entanto, muitos destes genes se mantêm em plasmídeos. Porquê? 
 
Em 1983 Hughes e Datta mostraram que pelo menos um quarto das bactérias coleccionadas 
antes da época dos antibióticos (isto é, antes da utilização massiva de antibióticos pelos seres 
humanos) continham plasmídeos mobilizáveis ou conjugativos (Hughes & Datta, 1983). Os 
mesmos autores demonstraram ainda que esses plasmídeos são semelhantes aos 
encontrados quarenta anos depois do início da era dos antibióticos. Diferem, no entanto, num 
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aspecto relevante: durante os 40 anos adquiriram genes de resistência a antibióticos (Datta & 
Hughes, 1983).  
Independentemente das causas subjacentes à manutenção de genes de resistência nos 
plasmídeos, o facto é que estes têm participado na disseminação das resistências a vários 
antibióticos, nomeadamente aminoglicosídeos, macrólidos, glicopéptidos, tetraciclinas, beta-
lactâmicos e fluoroquinolonas (Barlow, 2009). Dos genes de resistência antibiótica, 
clinicamente mais preocupantes, e mais prevalentes em plasmídeos são os que codificam β-
lactamases. Desta feita os plasmídeos codificantes de β-lactamase constituirão a base de 
estudo nesta tese.       
 
Os antibióticos β-lactâmicos actuam através do bloqueio da síntese da parede celular 
bacteriana, ligando-se irreversivelmente às PBPs (“Penicillin-binding proteins” responsáveis 
pela biossíntese e manutenção da parede celular) e levando à sua inactivação. Desta inibição 
resulta a alteração da morfologia e dimensão da célula bacteriana, indução de resposta de 
stress e, finalmente, lise celular. As β-lactamases são enzimas que inactivam os antibióticos β-
lactâmicos. Os genes que codificam para β-lactamases são frequentes, tanto em bactérias 
Gram-negativas como Gram-positivas, quer sejam patogénicas, comensais ou ambientais 
(Barlow, 2009).  
Para além do problema, anteriormente referido, do não recrutamento para o cromossoma 
bacteriano de genes plasmídicos úteis à bactéria, como por exemplo, genes que codificam 
factores de resistência antibiótica, existe um problema adicional em relação à manutenção dos 
plasmideos no seio de populações bacteriana. Este último problema é analisado a seguir.   
1. Manutenção de Plasmídeos no seio de populações bacterianas 
A entrada de um novo plasmídeo numa célula bacteriana constitui um evento marcante na vida 
de uma bactéria: de repente, essa bactéria recebe várias dezenas ou mesmo mais de uma 
centena de genes estranhos. Será expectável, portanto, que este novo plasmídeo cause algum 
distúrbio à célula hospedeira, eventualmente interferindo na fisiologia da célula. Assim os 
plasmídeos e a sua manutenção implicam um custo para a bactéria hospedeira (Diaz Ricci & 
Hernandez, 2000). Em competição com bactérias semelhantes, mas sem o plasmídeo, as 
células transformadas terão uma taxa de crescimento menor do que as células isogénicas sem 
plasmídeo. Assim sendo, que mecanismos existem que expliquem a manutenção de 
plasmídeos no seio de populações bacterianas, em particular se não contiverem nenhum gene 
necessário à sobrevivência da célula?   
Para se manter, um plasmídeo terá, de possuir ou mecanismos de manutenção na bactéria que 
lhe garanta não ser perdido, por segregação ou durante a divisão celular; ou terá de comportar-
se como um elemento parasítico capaz de infecção por transferência horizontal (Bahl et al., 
2009). 
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Certos plasmídeos, normalmente pequenos, com menos de 20 mil pares de bases, garantem a 
sua estabilização numa linhagem de bactérias mantendo várias dezenas de cópias no interior 
de uma mesma célula bacteriana. Estes plasmídeos, ditos de “high copy number”, devem a sua 
permanência na célula à baixa probabilidade de surgirem células sem plasmídeo no processo 
de uma replicação bacteriana. Por outras palavras, a hipótese de perda por segregação 
aleatória durante a divisão da bactéria hospedeira é baixa (Zielenkiewicz & Ceglowski, 2001; 
Bahl et al,. 2009). No caso dos plasmídeos “low copy number” a probabilidade de segregação 
aleatória durante a divisão da bactéria hospedeira seria elevada. Logo, são necessários 
mecanismos adicionais para garantir a perpetuação do plasmídeo numa linhagem celular 
bacteriana. Exemplos desses mecanismos incluem Sistemas de Resolução de Multímeros, 
Sistemas de Partição, Sistemas de Morte Pós-segregacional ou de Viciação (Proteicos ou de 
RNA antisense), Sistemas de Restrição-modificação e Transferência Horizontal de genes 
(Nordstrom & Austin, 1989; Hiraga, 1992; Summers, 1998; Zielenkiewicz & Ceglowski, 2001; 
Bahl et al,. 2009). 
Os mecanismos de morte-pós-segregação e de restrição-modificação garantem a manutenção 
de palsmídeos numa linhagem de bactérias. No entanto, ao serem responsáveis pela morte 
casual de algumas bactérias, acabam por ser responsáveis por custos para essa linhagem. 
Desta forma, espera-se que uma linhagem com algum destes sistemas terá uma taxa de 
replicação menor do que uma outra linhagem de bactérias, isogénica, mas sem estes sistemas 
de manutenção de plasmídeos. Para além disso, os mecanismos de morte-pós-segregação e 
de restrição-modificação, muitas vezes presentes em plasmídeos – explicam que a bactérias 
não tenha facilidade em perder um plasmídeo, uma vez que se o perdesse, a bactéria seria 
morta pelo sistema. No entanto, se o cromossoma recrutar estes genes, poderá, então, perder 
o plasmídeo. 
No entanto, será esperado, mais uma vez, que os referidos mecanismos de manutenção de 
plasmídeos no interior de células bacterianas incutam um custo à célula hospedeira. Quer isto 
dizer que, em competição com bactérias isogénicas sem esses plasmídeos, as células 
transformadas perderiam a competição e acabariam por não ser representativas em 
populações bacterianas. Assim, dos mecanismos apresentados referidos anteriormente, o 
único capaz de explicar a manutenção de plasmídeos em populações bacterianas é a 
transferência horizontal de genes, com rapidez que compense o custo incutido à célula 
hospedeira (Levin et al., 1979). No entanto, alguns estudos têm demonstrado que, em muitas 
estirpes bacterianas, a taxa de conjugação dos plasmídeos não é suficientemente alta de modo 
a explicar a ubiquidade de plasmídeos em populações bacterianas (Gordon, 1992; Dionísio et 
al., 2002). 
Assim, e em jeito de conclusão, podemos afirmar que estes sistemas não explicam a 
manutenção de plasmídeos em populações bacterianas, em particular a ubiquidade de 
plasmídeos. 
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Recentemente foi sugerida uma hipótese explicativa com uma nova perspectiva: a de que os 
plasmídeos conjugativos poderão ter o papel de elementos coercivos à cooperação. 
 
2. O Problema da Cooperação  
A existência de comportamentos de cooperação entre indivíduos de uma mesma espécie tem 
recebido alguma atenção por parte dos biólogos evolucionistas, em particular nos últimos 50 
anos. De acordo com a Selecção Natural, os indivíduos (ou alelos) que vemos hoje são 
descendentes dos indivíduos que, no passado, deixaram mais descendentes. Assim, não 
parece clara a razão pela qual um indivíduo coopere com outros, isto é, que manifeste um 
comportamento que apresenta um custo para si próprio e que beneficia outros indivíduos. Foi, 
durante muito tempo, defendido que estes tipos de comportamentos eram seleccionados por 
oferecer um benefício ao nível do grupo. No entanto, este conceito está longe de ser 
satisfatório, uma vez que, numa população de indivíduos cooperadores, os indivíduos que não 
participam nessa cooperação mas que usufruem dos actos dos indivíduos cooperantes têm 
uma vantagem selectiva face aos cooperadores. Isto é, um grupo de cooperadores está em 
risco de ser invadida por indivíduos não-cooperadores, que não contribuem para o benefício do 
grupo (não suportam um custo), mas conseguem beneficiar do comportamento de cooperação. 
Estes indivíduos, doravante denominados de não-cooperadores (normalmente, designados 
cheaters, na literatura científica inglesa), possuem uma vantagem competitiva, uma vez que 
são capazes de explorar os indivíduos que suportam o custo de cooperação, podendo assim 
invadir numa população de cooperadores.        
Sabe-se que os microrganismos exibem características de uma vida social complexa e 
coordenada (Crespi, 2001; West et al., 2006, 2007a). Assim, no contexto microbiano, a 
produção de exoprodutos produzidos e secretados – Bens Públicos – parece ser 
especialmente relevante (Dionísio & Gordo, 2006; West et al., 2007a). Os Bens Públicos 
acarretam um custo para o indivíduo produtor, mas podem oferecer um benefício para si e para 
outros indivíduos no grupo local ou população. Exemplos desses Bens Públicos incluem 
factores de virulência e de resistência a antibióticos, produção de sideróforos, formação de 
biofilmes e produção de agentes de destoxificação e enzimas para metabolismos secundários 
(Philippon et al., 2002; Griffin et al., 2004, Brockhurst et al., 2006; Yates et al., 2006; Buckling et 
al., 2007; Xavier & Foster, 2007; Martínez, 2008, 2009). Também neste contexto, parece não 
existir nada que impossibilite o aparecimento de não-cooperadores, isto é, de mutantes que 
não produzem esse bem-comum mas que, mesmo assim, possam usufruir do bem-comum 
produzido pelas células bacterianas vizinhas. A pergunta que surge é, o que torna os 
comportamentos de cooperação evolutivamente estáveis em resposta à possível invasão de 
não-cooperadores (por mutação ou migração)? 
Têm sido propostos diversos mecanismos que explicam a manutenção de cooperação entre 
indivíduos da mesma espécie: desde mecanismos normalmente conhecido por selecção de 
parentesco – o primeiro a ser proposto (Hamilton, 1963, 1964) - a mecanismos mais complexos 
que envolvem sanções ou policimento 
mecanismos até agora propostos encontr
Figura 1 – Mecanismos de manutenção da cooperação em bactérias
dos principais mecanismos de manutenção de comportamentos de cooperação em bactérias, dividido em 
mecanismos que beneficiam o próprio indivíduo que manifesta o comportamento (Benefícios Directos) ou 
que beneficiam outros indivíduos (Benefícios Indirectos).  
 
Em 2001, Smith propôs um modelo teórico (Smith, 2001) que é ao mesmo tempo um modelo 
de policiamento e de selecção de parentesco. O modelo integra uma solução para os dois 
problemas mencionados em cima relativamente aos plas
genes em elementos genéticos móveis, e a manutenção da cooperação em populações 
bacterianas.   
 
3. A Transferência Horizontal de Elementos Genéticos como Mecanismo de 
Reforço da Cooperação  
 
O modelo apresentado no artigo de 
Figura 2. Segundo este modelo, a manutenção da mobilidade dos plasmídeos conjugativos 
pode estar relacionada com a necessidade de manter comportamentos de cooperação em 
populações bacterianas. Se os genes 
cooperação estiverem codificados num elemento genético móvel, como um plasmídeo 
conjugativo, as bactérias que manifestam esse comportamento podem ser capazes de forçar 
os não-cooperadores a exibir esse mesmo















(Frank, 1995; Dionisio & Gordo, 2007). Os diversos 
am-se esquematizados na Figura 1. 
. Representação esquemática 
 
mídeos: a manutenção de certos 
Smith (2001) encontra-se sucintamente explicado na 
necessários para um determinado comportamento de 












Figura 2 – Manutenção da cooperação por transferência horizontal de genes.
representadas as bactérias bactérias cooperadoras, a azul as 
públicos) e a verde as transconjugantes, resultantes da conjugação entre bactérias cooperadoras 
(dadoras) e não-cooperadoras (células recipientes do plasmídeo). Cada circunferência, a negro, presente 
no interior das bactérias, representa um plasmídeo. Os pontos negros representam bens públicos.
População de bactérias cooperadoras, cujo gene que codifica o bem público produzido se encontra num 
plasmídeo. B. Aparecimento na população de bactérias cooperadoras de um i
(cheater), que é capaz de beneficiar dos efeitos do bem público produzido pelas bactérias cooperadoras. 
C. Os não-cooperadores não pagam nenhum custo para a produção do bem público, mas conseguem 
beneficiar com a sua presença, uma vez que as bactérias cooperadoras tem de pagar um custo para a 
produção do bem público, a população acaba por ser invadida por 
cooperação das bactérias produtoras para se fixar na população. 
bactérias cooperadoras for conjugativo, as bactérias cooperadoras podem transferir o plasmídeo para as 
bactérias não-cooperadores. E. Através da tr
através de conjugação, as bactérias produtoras transformam os 
cooperadoras (figura adaptada de Smith
 
O modelo matemático é relativamente simples e baseia
(A) dP/dt = (r+bQ-c)P – kIP + γPC
(B) dC/dt = (r+bQ)C – kIP – γPC
(C) dI/dt = ρIN/(N+φ) 
Nestas equações, r é a taxa basal de reprodução das estirpes, b é o benefício que se traduz 
pelo aumento dessa taxa de reprodução, c é o custo metabólico da estirpe produtora. O termo 
kIP (ou, de uma forma mais explícita, k.I(t).P(t)) traduz a taxa com a q
ser removidas pelo sistema imunitário (quando aplicável). O parâmetro 
transferência horizontal do gene (plasmídeo). I(t) representa a intensidade de resposta do 
istema imunitário medido, por exemplo, pelo númer
do patógeno. P(t) é a dimensão da população produtora no instante t, C(t) a da população 
cooperadores. e N(t) representa a soma de P(t) e C(t). O termo 
tal forma que, no início, quando o número de patógenos ainda é baixo, a resposta imunitária é 
quase nula. O factor ρ representa a taxa de proliferação do si





 As vermelho, estão 
não-cooperadoras (não produtoras e bens 
ndivíduo não
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Neste modelo, assume-se que o benefício resultante do comportamento de cooperação é 
partilhado de igual forma por todas as células bacterianas da população, e que esse benefício 
é proporcional à frequência de produtoras na população. No entanto, as bactérias produtoras 
pagam um custo para manifestar esse comportamento, sendo este custo subtraído ao 
benefício obtido. Desta forma, o comportamento de cooperação confere um beneficio que, na 
ausência de células não-cooperantes é superior ao custo (b>c). A taxa máxima de reprodução 
das produtoras é r+b-c. Quando não existe transferência horizontal de genes (isto é quando β ≡ 
0 e portanto o factor γPC anula-se nas equações (A) e (B)), o que se espera é: (1) Na ausência 
de não-cooperadores, as produtoras proliferam exponencialmente, até serem eliminadas pelo 
sistema imunitário (quando aplicável); (2) Na presença de não-cooperadores, estes, 
inicialmente em baixas frequências, aumentam em frequência ao longo do tempo, porque 
beneficiam dos efeitos do comportamento de cooperação, sem pagar os custos da sua 
produção. À medida que estes não-cooperadores se tornam comuns, diluem os benefícios do 
comportamento de cooperação, reduzindo, assim, a taxa de crescimento de ambas as estirpes, 
produtora e não-cooperador, na população. Isto é, à medida que os não-cooperadores se 
tornam comuns, o crescimento da estirpe produtora diminui da taxa r+b-c, para r-c. A redução 
da taxa de crescimento ocorre mais cedo para maiores frequências iniciais de não-
cooperadores e para um maior custo de produção do comportamento de cooperação, mas é 
independente dos benefícios desse comportamento. Também é reduzido o pico da dimensão 
da população. 
Quando existe transferência horizontal dos genes responsáveis pelo comportamento de 
cooperação (isto é, quando β  >0 e portanto o factor γPC nas equações (A) e (B) deixa de ser 
nulo). Neste caso é esperado que, na presença de não-cooperadores, estes inicialmente 
aumentem a sua frequência, diminuindo a taxa de crescimento das produtoras. Quando a 
população atinge a densidade em que γN > c, a taxa de transferência horizontal é superior ao 
custo do comportamento. A população de não-cooperadores começa, rapidamente, a diminuir, 
à medida que vão adquirindo os genes que codificam o comportamento de cooperação e se 
tornam produtoras (transconjugantes). Esta transformação permite que a população atinja um 
pico quase tão elevado como se não existissem não-cooperadores.  
O autor deste modelo demonstra no seu trabalho que aquelas as equações (A)-(B) podem 
ainda ser traduzidas pela seguinte equação: 
(D) dQ/dt = Q(1-Q)(γN-c) 
Em que Q(t) é a frequência de produtoras na população: Q(t) = P(t)/(P(t)+C(t)) 
 Nesta equação (D), podemos ver claramente que a frequência de bactérias produtoras e não-
cooperadores na população é dependente da taxa de transferência do gene e do custo de 
produção do comportamento. Assim sendo, quando γN<c, a taxa de transferência não é 
suficiente para permitir a eliminação da exploração, por parte dos não-cooperadores, e estes 
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acabam por proliferar até ao momento em que o produto do comportamento de cooperação 
esteja demasiado diluído para permitir a sua sobrevivência.   
Este modelo tem os seguintes pressupostos: 
(1) Os comportamentos de cooperação codificados em elementos genéticos móveis são 
aqueles para os quais os mutantes podem ser complementados extracelularmente 
(como um factor de virulência ou de resistência antibiótica); 
(2) Existe um custo, significativo, associado à manifestação do comportamento; 
(3) Os não-cooperadores reduzem o fitness da estirpe produtora, quando o 
comportamento não é transmissível, e a transferência horizontal reduz o custo de 
fitness imposto pelos não-cooperadores.  
 
Trabalhos realizados anteriormente, demonstraram a existência de protecção de estirpes não-
cooperadores, através da produção de β-lactamases, em meio com ampicilina (Dugatkin et al., 
2005a; Clark et al., 2009; Perlin et al., 2009). No entanto, esses trabalhos foram realizados com 
estirpes construídas artificialmente, sendo estas capazes de uma sobre produção de β-
lactamase, devido a manipulações genéticas. 
4. Objectivos do Trabalho  
O artigo que apresenta o modelo acima descrito é teórico, não oferecendo dados empíricos 
obtidos com microrganismos. Por outro lado, o modelo refere-se essencialmente a factores de 
virulência, sendo os factores de resistência antibiótica apenas referidos como outros potenciais 
bens comuns, sujeitos ao modelo, devido à sua utilidade para a célula bacteriana.   
Assim sendo, o presente trabalho teve como objectivo determinar se a produção da enzima β-
lactamase, tantas vezes codificada em elementos móveis, pode constituir um bem comum e se 
a transferência horizontal de plasmídeos pode ser considerada um mecanismo de reforço da 
cooperação em comunidades bacterianas.   
Para isso, foram usados como modelos de estudo estirpes bacterianas da espécie Escherichia 
coli, uma vez que esta espécie é uma componente importante da biosfera, colonizando o 
intestino dos animais e sendo capaz de sobreviver no meio ambiente (Blattner et al., 1997). 
Para alem de ser uma bactéria comensal, esta espécie possui várias estirpes patogénicas 
responsáveis por infecções entéricas, urinárias, pulmonares e do sistema nervoso (Blattner et 
al., 1997). Neste trabalho foi utilizada, mais concretamente, a estirpe E.coli K12 MG1655. Esta 
estirpe tem sido mantida em laboratório com poucas manipulações genéticas (Blattner et al., 
1997), constituindo assim um bom modelo natural para estudar a presente hipótese.  
A β-lactamase, é uma enzima passível de complementação extracelular, sendo teoricamente 
capaz de destoxificar o meio contendo determinados antibióticos beta-lactâmicos, 
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eventualmente permitindo a mutantes não produtores de β-lactamase a sobrevivência no meio 
sem antibiótico.    
Através da realização de competições entre estirpes derivadas de E.coli K12 MG1655, em 
meio rico estruturado, teve-se por objectivo responder às seguintes questões: 
1. Na ausência de selecção, existe um custo associado a manutenção do plasmídeo? 
2. É possível que a β-lactamase, produzida por estirpes cooperadoras, confira protecção 
a uma estirpe sensível, em meio com ampicilina? 
3. Existindo protecção, de que forma a transferência horizontal dos plasmídeos através de 
conjugação pode afectar a manutenção da estirpe sensível?  
4. Em situações nas quais existe protecção e não ocorra interferência por parte da 
conjugação, é possível a protecção manter-se ao longo do tempo, permitindo a fixação 
da estirpe sensível?   
5. É possível que a protecção e taxa de conjugação sejam dependentes da densidade e 
frequência inicial de estirpes? 
Os resultados deste trabalho sugerem que existem indícios que sugerem que a transferência 
horizontal de genes, nomeadamente, por conjugação, pode afectar a protecção conferida a 
bactérias sensíveis por bactérias produtoras de β-lactamase.  
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1. Estirpes Bacterianas e Plasmídeos 
Este trabalho foi realizado com duas estirpes bacterianas de Escherichia coli. (i) A estirpe “wild-
type” usada foi E.coli K12 MG1655, que não possui nenhum marcador cromossomal ou extra-
cromossomal. Esta estirpe foi designada por wt(-). (ii) A segunda estirpe usada é isogénica de 
E. coli K12 MG1655, com dois marcadores cromossomais: uma delecção no operão ara que 
impede a utilização da arabinose como fonte de energia ou carbono; e uma mutação que lhe 
permite crescer na presença de 40g/l de valina (na ausência de Isoleucina) A mutação foi 
obtida através do crescimento da estirpe em meio mínimo com glucose e 40g/l de valina 
(Dionísio et al., não publicado). Esta segunda estirpe foi, portanto, designada por E. coli K12 
MG1655 ∆ara ValR (-). Foram inseridos nesta última estirpe, os plasmídeos referidos na Tabela 
1, através de transformação (pBR322) ou conjugação (R1, R16a e RP4). A estirpe sujeita a 
transformação com o plasmídeo pBR322 é designada por E. coli K12 MG1655 ∆ara ValR 
(pBR322) ou A(pBR322). O plasmídeo A(pBR322) é o único não conjugativo utilizado nestas 
experiências, sendo apenas transmitido para outras células verticalmente (Bolivar et al., 1977; 
Sutcliffe, 1978; Crowlesmith & Howe, 1980). Este plasmídeo é muito usado como vector em 
estudos de biologia molecular e encontra-se descrita a sua pouco habitual elevada secreção de 
β-lactamase  (Sambrook & Russel, 2001). O gene que codifica esta β-lactamase  encontra-se 
no transposão Tn3, que tem como origem o plasmídeo R1 (Sutcliffe, 1978). O plasmídeo 
pBR322 foi inserido na estirpe E. coli K12 MG1655 através de transformação por choque 
térmico (Dionísio et al., não publicado). As restantes estirpes foram obtidas através de 
conjugação e são designadas por E. coli K12 MG1655 ∆ara ValR (R1) ou A(R1), E. coli K12 
MG1655 ∆ara ValR (R16a) ou A(R16a) e E. coli K12 MG1655 ∆ara ValR (RP4) ou A(RP4). 
Tabela 1 – Estirpes bacterianas e respectivos plasmídeos. Lista de estirpes bacterianas usadas para 
as experiências de competição  e respectivos plasmídeos. Estão listadas características dos plasmídeos 
que incluem os marcadores de resistência (Ap: Ampicilina; Cm: Cloranphenicol; Km: Kanamicina; Sm: 
Estreptomicina; Sp: Espectinomicina; Su: Sulfonamidas; Tc: Tetraciclina) e o grupo de incompatibilidade. 
O plasmídeo R1 foi cedido por G. Koraiman e os plasmídeos R16a e RP4 pelo Prof. M. 













Wt(-) - - - - - 
A(pBR322) ∆ara ValR pBR322 Ap, Tc  Não 
A(R1) ∆ara ValR R1 Ap, Cm, Km, Sm, Sp, Su IncFII Sim 
A(R16a) ∆ara ValR R16a Ap, Km, Tc IncA/C Sim 
A(RP4) ∆ara ValR RP4 Ap, Km, Su IncPI Sim 
  
Todas as estirpes que possuem um plasmídeo (conjugativo ou não) são resistentes à 
ampicilina, uma vez que possuem um gene que codifica uma β-lactamase . Uma vez que estas 
estirpes são capazes de produzir este factor de resistência antibiótica, são designadas ao 
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longo do texto por Bactérias Produtoras ou apenas Produtoras. A estirpe wt(-) é sensível à 
ampicilina, uma vez que não codifica qualquer gene de resistência e, por isso, ao longo do 
texto é utilizada a designação Bactérias Não Produtoras ou apenas Não Produtoras.     
2. Conjugação  
As conjugações realizadas durante este trabalho foram realizadas em meio líquido Luria-
Bertani (LB). Para isso, as estirpes dadora e receptora foram, inicialmente, incubadas em meio 
líquido LB, suplementado com o antibiótico adequado para cada estirpe, durante a noite a 
37ºC, com agitação. Um pequeno inóculo de cada cultura (1%) foi transferido, separadamente, 
para meio líquido LB, sem antibiótico, onde ficou a incubar 5-6 horas a 37ºC, com agitação. 
Passado esse período, um volume de inóculo de cada cultura (1%) foi misturada em meio 
líquido LB, sem antibiótico, onde se realizou o processo de conjugação durante a noite (37ºC, 
sem agitação). Os transconjugantes obtidos foram seleccionados através de uma série de 
repicagens em meio Mínimo M9 sólido (com agar 1,5%), e com os suplementos adequados 
para a selecção de cada estirpe. 
3. Meios e Soluções  
Todas as metodologias para inserção de plasmídeos (transformação e conjugação), 
competição e evolução foram realizadas utilizando meio Luria-Bertani sem (LB) ou com agar 
1,5% (LA). Quando necessário, nas experiências de competição e evolução, o meio foi 
suplementado com ampicilina, na concentração pretendida.  
Para a contagem do número de células por ml (ou unidade formadora de colónia/ml - ufc/ml) de 
cada estirpe, foram feitas diluições seriadas em MgSO4 0,01 M (solução tampão) e volumes de 
100 µl de cada diluição foram inoculados em meio Mínimo M9 com agar 1,5% (M9 
suplementado com MgSO4 (3 mM) e complementado com os seguintes marcadores selectivos: 
Arabinose (4 g/l) para o wt(-); glucose (4 g/l), valina (40 µg/ml) e ampicilina (100 mg/l) para 
A(pBR322), A(R1), A(R16a) ou A(RP4); arabinose (4 g/l), ampicilina (100 mg/l) e cloranfenicol 
(30 µg/ml) para os transconjugantes de R1; arabinose (4 g/l), ampicilina (100 mg/l) e 
canamicina (100 mg/l) para os transconjugantes de R16a e RP4.  
4. Determinação do Fitness 
O fitness de uma estirpe bacteriana traduz-se pela capacidade que um determinado genótipo 
ou indivíduo tem para sobreviver e reproduzir-se (Andersson & Hughes, 2010) (Nota: A palavra 
fitness foi mantida na língua inglesa, uma vez que não existe tradução directa para o português).  
Existem essencialmente três métodos para determinação do fitness bacteriano: 1) Comparação 
do Crescimento de bactérias em monocultura; 2) Contagem do número de células viáveis; e 3) 
Comparação do crescimento de bactérias em competição (Pope et al., 2010). Neste trabalho, 
para a determinação do fitness relativo das estirpes produtoras em relação à estirpe não 
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produtora, foram efectuadas competições das estirpes que possuem um plasmídeo contra a 
estirpe wt(-). Estas competições foram realizadas em meio sólido (LA) sem ampicilina, para três 
frequências iniciais diferentes – 1P:100NP, 1P:1NP e 100P:1NP (P, Produtoras, NP, Não 
Produtoras) – numa densidade inicial média (cerca de 107 bactérias/ml de meio). Após 
inoculação em meio LA, as bactérias competiram durante 24 horas a 37ºC. Após esse período, 
a população foi recolhida da placa e suspensa em 2 ml de MgSO4 10-2 M. Foram realizadas 
contagens do número de células na população, no início e no fim da competição, através de 
contagem de colónias ajustadas pelo factor de diluição relevante. O fitness das bactérias 
produtoras em relação às não produtoras foi calculado através da fórmula:  
(D)     log	
 0⁄  log	
 0⁄ ⁄⁄  
Onde P(t) e NP(t) é o número de bactérias produtoras e não produtoras, respectivamentem, no 
tempo t e P(0) e NP(0) é o número de bactérias, produtoras e não produtoras, respectivamente, 
às 0 horas. 
5. Experiencias de Competição 
As experiências de competição foram realizadas entre estirpes produtoras de β-lactamase e 
estirpes não produtoras, em meio sólido (LA) com ampicilina (100 µg/ml). As densidades 
populacionais totais testadas foram: Densidade elevada (cerca de 109 bactérias/ml de meio), 
Densidade média (cerca de 107 bactérias/ml de meio) e Densidade baixa (cerca de 105 
bactérias/ml de meio). Para cada densidade, as estirpes competiram em diferentes frequências 
iniciais: 1P:100NP, 1P:1NP e 100P:1NP. As experiências de competição foram realizadas em 
triplicado. A Tabela 2 mostra o número aproximado de bactérias inoculadas em cada 
competição. 
Tabela 2 – Número aproximado de bactérias inoculadas em cada competição. A tabela apresenta as 
várias condições iniciais de inoculação, quanto à densidade (colunas) e frequências (linhas) das estirpes.   
Frequência Densidade ≈109 Densidade ≈107 Densidade ≈105 
1P:100NP 106P:108NP 104P:106NP 102P:104NP 
1P:1NP 106P:106NP 104P:104NP 102P:102NP 
100P:1NP 108P:106NP 106P:104NP 104P:102NP 
  
 
Após inoculação em meio LA com ampicilina, as bactérias competiram durante 24 horas a 
37ºC. Após esse período, a população foi recolhida da placa e suspensa em 2 ml de MgSO4 
10-2 M. Foram realizadas contagens do número de células na população, no início e no fim da 
competição, através de contagem de colónias ajustadas pelo factor de diluição relevante.  
Nas competições de 120 horas, a população recolhida da placa de meio sólido e suspensa em 
2 ml de MgSO4 10-2 M, voltou a ser inoculada (1/10 do volume) numa nova placa de LA com 
ampicilina. Este procedimento foi repetido a cada 24 horas, até serem atingidas as 120 horas. 
A Taxa de Conjugação foi calculada segundo a seguinte fórmula (Dionísio et al., 2002, 2005): 
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(E)  çã   º  √º   ! º ã  ⁄  
O Índice de Protecção (I.P.) foi determinado através da seguinte fórmula:  
(F) ". .  $% % & %⁄ ' 
( ( & (⁄ ⁄  
Onde NPi e Pi correspondem ao número inicial de bactérias não produtoras e produtoras, 
respectivamente, e NPf e Pf corresponde ao número final de bactérias não produtoras e 
produtoras, respectivamente. 
6. Experiências de Evolução  
No sentido de tentar obter uma estirpe bacteriana que fosse capaz de conferir uma protecção 
forte à estirpe sensível, na presença de ampicilina, foram realizadas dois conjuntos de 
evoluções da estirpe A(R1), por um período de 14 dias. As experiencias de evolução da estirpe 
A(R1) foram realizadas em meio líquido (LB), com ou sem variação de concentração de 
ampicilina. Na condição sem variação da concentração, foram inoculados 10 µl de células em 
10 ml de LB com ampicilina (100 mg/l), com posterior incubação a 37ºC com agitação durante 
24 horas. A cada período de 24 horas, foi recolhida uma amostra de 10µl de cultura, que voltou 
a ser inoculada em 10ml de LB com ampicilina (100 mg/l). Na condição com variação de 
concentração de ampicilina, o procedimento foi semelhante, sendo que se duplicou a 
concentração de ampicilina a cada 48 horas, até à concentração final de 128 vezes a inicial 
(12.8mg/ml), nas últimas 48 horas da evolução. Para ambas as condições, a cada 48 horas, 
foram realizados testes de protecção, através da recolha e filtração (0.2 µm) de uma amostra 
de cultura (1 ml). O filtrado foi adicionado, em diferentes volumes, a uma cultura de células 
sensíveis (wt(-)) em meio sólido (LA) com ampicilina (100 mg/l), para determinar a variação de 
grau de protecção às células wt(-), pela β-lactamase  produzida durante o crescimento da 
estirpe A(R1) em evolução. Todas as experiências de evolução foram sempre realizadas com 
seis réplicas. Uma das estirpes obtidas, no segundo conjunto, foi seleccionada por ser capaz 
de conferir maior protecção do que a estirpe ancestral A(R1). Esta estirpe evoluída (conjunto 
de bactéria e plasmídeo) foi designada de A’(R1’). No sentido de avaliar as alterações sofridas 
apenas pelo plasmídeo, no decurso da evolução, este foi reintroduzido na estirpe bacteriana 
ancestral, através de conjugação. Esta estirpe, constituída pelo plasmídeo evoluído inserido na 
bactéria ancestral foi designada de A(R1’).  
As duas estirpes, contendo o plasmídeo R1’, foram usadas para a realização das experiências 
de competição, de 24 horas, nas nove condições testadas (Tabela 2) e também para 
competições por um período prolongado, de 120 horas, de acordo com o método referido na 
secção das Experiências de Competição.      
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7. Análise Estatística dos Dados 
Todos os dados obtidos neste trabalho foram resultado de ensaios realizados, pelo menos em 
triplicado. Estes dados foram interpretados através de várias análises estatísticas.  
Foram utilizados testes t de Student bilaterais para amostras independentes, para determinar: 
(1) se o fitness relativo das estirpes produtoras (calculado com a fórmula (D)), em relação à 
estirpe não produtora, era significativamente diferente de um; e (2) se o número de não 
produtoras era significativamente diferente do número de transconjugantes às 24 horas (para 
as estirpes conjugativas). Foram igualmente utilizados testes t de Student unilaterais para 
amostras independentes para determinar se os I.P. (calculado com a fórmula (F)) eram 
significativamente diferentes de um. Os resultados do nível de significância apresentados, ao 
longo do trabalho, para estes testes t são apresentados da seguinte forma: n.s. para p>0,05; * 
para p<0,05; ** para p<0,01; e *** para p<0,001.    
Foi utilizada uma ANOVA (Análise de Variâncias) de dois factores para determinar se o fitness 
relativo das estirpes produtoras (fórmula (D)) era significativamente dependente da estirpe e da 
frequência inicial das estirpes. Posteriormente, para cada estirpe realizou-se uma ANOVA de 
um factor para analisar a dependência da frequência inicial. 
Foram usadas ANOVA de três factores para determinar: (1) se o I.P. das estirpes era 
significativamente dependente da estirpe, densidade e frequência iniciais; e (2) se a taxa de 
conjugação é dependente da densidade e frequência iniciais. Posteriormente, para cada 
estirpe, realizou-se uma ANOVA de dois factores para analisar a dependência da densidade e 
frequências iniciais. 
Para todas as ANOVAs, sempre que se observou uma dependência de algum factor, foi 
realizado um teste Tuckey post hoc, para comparar as médias dos tratamentos respectivos.  
Para as ANOVAs acima mencionadas, os dados que foram testados foram previamente 
sujeitos a testes de pressupostos da ANOVA (distribuição normal e homogeneidade das 
variâncias). Quando falhava algum destes pressupostos, os dados eram transformados (raiz 
quadrada). Nos casos em que a homogeneidade de variâncias continuou a não passar no teste 
após a transformação, a análise foi realizada à mesma pois a ANOVA é robusta o suficiente à 
heterogeneidade de variâncias (Lindman, 1974). 
Finalmente foi realizada uma ANOVA de dois factores com medidas repetidas para a análise 
da dependência entre os vários tempos e os I.P. ou taxa de conjugação das estirpes, 
individualmente, ao longo das 120 horas. Quando se verificou uma dependência significativa 
entre algum dos factores foi realizado um teste Bonferroni post hoc, para comparar as médias 
dos tratamentos respectivos. Os dados para esta ANOVA foram previamente sujeitos ao teste 
de Mauchly, para analisar a existência de esfericidade. Quando os dados não passaram este 
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teste, foram usados os resultados do teste de Huynh-Feldt, em vez dos resultados assumindo a 
esfericidade. 
Foram realizadas Regressões Lineares para determinar se existe correlação entre: (1) os I.P. e 
a taxa de conjugação, para cada uma das estirpes A(R1), A(R16a) e A(RP4); (2) os I.P. e a 
taxa de conjugação, para cada uma das estirpes A(R1), A’(R1’) e A(R1’); (3) os I.P. e o fitness 
relativo das estirpes produtoras, para cada uma das estirpes A(R1), A(R16a) e A(RP4); e (4) os 
I.P. e o fitness relativo das estirpes produtoras, para cada uma das estirpes A(R1), A’(R1’) e 
A(R1’).   
O programa estatístico SPSS 17.0 (Chicago, IL) foi utilizado na realização de todas as análises 
estatísticas. 
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1. Fitness Relativo das Estirpes Produtoras 
Foi determinado o fitness relativo das bactérias produtoras de β-lactamase, em relação às 
bactérias não produtoras. Para isso, foram realizadas competições entre os dois tipos de 
bactérias, em meio rico estruturado (sólido) sem ampicilina. O fitness relativo obtido para cada 
estirpe produtora encontra-se apresentado na Tabela 3. 
Tabela 3 - Fitness Relativo das estirpes produtoras em relação não produtora. As competições foram 
realizadas à densidade de ≈107, para as três frequências apresentadas. Os valores das médias são 
relativos a três réplicas e foram submetidos a um teste t para testar se são significativamente diferentes 
de 1.  
Estirpe Frequência Média 2xErro Padrão (n=3) 
A(pBR322) 
1P:100NP 0,84** 0,02 
1P:1NP 0,92** 0,01 
100P:1NP 0,85* 0,04 
A(R1) 
1P:100NP 0,95n.s. 0,03 
1P:1NP 0,96* 0,01 
100P:1NP 1,10* 0,04 
A(R16a) 
1P:100NP 0,92*** 0,00 
1P:1NP 0,99n.s. 0,05 
100P:1NP 1,03n.s. 0,05 
A(RP4) 
1P:100NP 0,90* 0,03 
1P:1NP 1,00n.s. 0,03 
100P:1NP 0,97n.s. 0,07 
A’(R1’) 
1P:100NP 0,76** 0,03 
1P:1NP 0,77* 0,06 
100P:1NP 0,74** 0,02 
A(R1’) 
1P:100NP 1,04n.s. 0,06 
1P:1NP 1,04n.s. 0,04 
100P:1NP 1,02n.s. 0,08 
Nota: Os níveis de significância apresentados nas várias tabelas, ao longo do trabalho, são apresentados 
da seguinte forma: n.s. para p>0,05; * para p<0,05; ** para p<0,01; e *** para p<0,001.    
 
Foi realizada uma ANOVA de dois factores para analisar a dependência do custo das estirpes 
produtoras, quanto à estirpe e frequência. Observou-se que o custo é significativamente 
dependente da estirpe (g.l.=5, F=71,50, p=0,000) e frequências iniciais das estirpes (g.l.=2, 
F=10,03, p=0,000), bem como da interacção dos dois factores (g.l.=10, F=4,69, p=0,000).   
A realização do teste Tuckey post hoc, quanto às estirpes, revelou que a estirpe A’(R1’) é a que 
apresenta maior custo, seguida pela A(pBR322), enquanto as estirpes A(R16a), A(R1) e A(R1’) 
são as que apresentam menor custo. 
Como se pode observar na Tabela 3, todas as estirpes apresentam um fitness relativo 
significativamente diferente de um em, pelo menos, uma das condições, excepto a estirpe 
A(R1’) para a qual não existe custo em nenhuma das condições estudadas. 
Quanto à frequência, o teste Tuckey post hoc revelou que é na frequência de 1P:100NP que se 
verifica o maior custo para as estirpes produtoras.  
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Foi realizada uma ANOVA de um factor, quanto à dependência entre o custo e a frequência, 
tendo sido verificado que apenas as estirpes A(pBR322) (g.l.=2, F=11,42, p=0,009), A(R1) 
(g.l.=2, F=28,50, p=0,001) e A(R16a) (g.l.=2, F=7,50, p=0,023), apresentam um custo 
dependente da frequência.  
Se as bactérias sem plasmídeo, nesta caso as bactérias não produtoras, tiverem um fitness 
superior ao das células com plasmídeo, neste caso as produtoras, significa que estas últimas 
têm de suportar um custo, devido à manutenção do plasmídeo e, possivelmente, à produção de 
β-lactamase.  
2. Comportamento da estirpe não produtora na presença de ampicilina, na 
ausência de uma estirpe produtora de β-lactamase 
A estirpe não produtora é sensível à ampicilina e, por esse motivo, não consegue sobreviver 
em meios onde exista esse antibiótico e nenhuma bactéria a produzir β-lactamase (Figura 3).  
 













Figura 3 – Representação gráfica do crescimento da estirpe wt(-) em meio com ampicilina. A figura 
apresenta os gráficos das contagens de bactérias não produtoras (wt(-)), resultados do crescimento em 
meio rico estruturado suplementado com ampicilina (100µg/mL). No eixo vertical, encontram-se 
representados unidades formadoras de colónias (ufc) por mililitro, que resultam de contagem em meio 
selectivo. O eixo horizontal, representa o tempo, em horas (0 e 24 horas). Encontram-se apresentadas 
diferentes densidades iniciais de bactérias não produtoras (≈109 – densidade elevada; ≈107  – densidade 
média; e ≈105  – densidade baixa). P – bactérias produtoras; NP – bactérias não produtoras. As rectas 
cheias, a azul, representam o número de bactérias não produtoras. Estão representadas graficamente as 
médias de contagens das três réplicas realizadas, por condição. As barras de erro representam duas 
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Ao pretendermos verificar se é conferida protecção pela estirpe produtora (através da produção 
de β-lactamase e a sua secreção para o meio) existem dois tipos de cenários possíveis. Tendo 
em conta que, na ausência de qualquer outra estirpe, as bactérias não produtoras não são 
capazes de sobreviver em meio com ampicilina (Figura 1), pode considerar-se como protecção 
qualquer nível residual de sobrevivência da estirpe sensível. Este nível pode ser definido como 
uma determinada percentagem ou apenas como um número de bactérias final diferente de 
zero. No entanto, também pode acontecer que a estirpe sensível seja capaz, não só de 
sobreviver na presença de ampicilina, como também de se multiplicar e, eventualmente, atingir 
um determinado equilíbrio estável na população. Como ambos os cenários são espectáveis, 
serão considerados os dois tipos de protecção:  
(1) O primeiro tipo de protecção é designado por Protecção Forte e, será considerada 
qualquer situação na qual o Índice de Protecção (I.P. ver Materiais e Métodos) seja, 
significativamente, maior ou igual a um. 
(2) O segundo tipo de protecção referido é designado por Protecção Fraca e, será 
considerada qualquer situação na qual o Índice de Protecção (I.P.) esteja compreendido 
entre um e zero (sendo, significativamente, inferior a um, mas diferente de zero). 
(3) Será considerada ausência de protecção nas situações em que o I.P. seja zero. 
 
3.1. Comparação do Índice de Protecção (I.P.) conferido pelas estirpes produtoras 
A(pBR322), A(R1), A(R16a) e A(RP4) 
Para determinar o I.P. conferido por uma estirpe produtora de β-lactamase a uma estirpe 
sensível, foram realizadas competições entre várias estirpes produtoras e a estirpe sensível 
wt(-), não produtora de β-lactamase. Os I.P. das várias estirpes estudadas, nas diversas 
condições, foram comparados através da realização de uma ANOVA de três factores, que 
incluiu como fonte de variação para além da estirpe produtora, a densidade e a frequência 
iniciais das competições. Segundo os resultados obtidos (Tabela 4) observa-se que o I.P. é 
significativamente dependente da estirpe, densidade e frequência, bem como da interacção 
entre esses factores. 
A realização do teste Tuckey post hoc, quanto às estirpes, revelou que existem dois conjuntos 
distintos de estirpes produtoras relativamente ao I.P. conferido às estirpes sensíveis: 1) 
A(pBR322), A(R1) eA(R16a); e 2) A(RP4). A(RP4) é a estirpe que confere maior I.P. 
Os I.P. conferidos pelas estirpes produtoras A(pBR322), A(R1), A(R16a) e A(RP4) foram 
analisadas individualmente. Os resultados dessas análises são apresentados a seguir.      




Tabela 4 - Análise da dependência da estirpe, frequência e densidade da protecção conferida pelas 
estirpes produtoras A(pBR322), A(R1), A(R16a) e A(RP4)  a bactérias sensíveis à ampicilina (wt(-)).  
A tabela representa os valores obtidos na análise estatística (ANOVA de três factores) dos dados obtidos 
nas nove condições das competições realizadas entre as estirpes produtoras e wt(-). São apresentados 
os valores dos graus de liberdade (g.l.), dos valores do teste F e do nível de significância (p). 
Fonte de Variação g.l. F p 
Estirpe 3 67,53 0,000 
Densidade 2 82,83 0,000 
Frequência 2 25,74 0,000 
Estirpe*Densidade 6 59,60 0,000 
Estirpe*Frequência 6 15,70 0,000 
Densidade*Frequência 4 22,37 0,000 
Estirpe*Densidade*Frequência 12 13,20 0,000 
 
a) Determinação do nível de protecção conferido por uma estirpe produtora de β-
lactamase a uma estirpe sensível, na ausência de conjugação 
Para determinar o I.P. conferido por uma estirpe produtora de β-lactamase a uma estirpe 
sensível, foram realizadas competições entre a estirpe produtora A(pBR322) e a estirpe 
sensível wt(-), não produtora de β-lactamase. A estirpe A(pBR322) possui o plasmídeo não-
conjugativo pBR322, onde se encontra o gene que codifica a β-lactamase. Uma vez que este 
plasmídeo não é conjugativo, estas competições tiveram por objectivo determinar o nível da 
protecção, sem a influência da força de conjugação. As competições foram realizadas em meio 
rico estruturado (sólido) complementado com ampicilina, em nove condições diferentes, sendo 
estas combinações de três densidades (elevada - ≈109, média - ≈107 e baixa- ≈105) e três 
frequências iniciais diferentes (1P:100NP, 1P:1NP, 100P:1NP).  
Os resultados das competições A(pBR322) x wt(-) (Figura 4) revelam que não é conferida 
nenhuma protecção forte à estirpe sensível nestas condições, uma vez que os I.P. nas 
condições estudadas (Tabela 5) têm sempre valores significativamente menores que um. No 
entanto, existe protecção fraca da estirpe sensível em algumas das condições, e essa 
protecção fraca, conferida por A(pBR322), é dependente da densidade (g.l.=2, F=60,29, 
p=0,000), frequência (g.l.=2, F=40,84, p=0,000) e intercepção dos dois factores (g.l.=4, 
F=40,78, p=0,000), sendo que parece haver maior protecção nas densidades mais elevadas 
(média de protecção nas condições de densidade ≈109 é 4,04x10-3 ± 5,97x10-3) e em 
frequências iniciais de não produtoras mais baixas (média de protecção nas condições de 
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Figura 4 – Representação gráfica dos resultados das competições entre A(pBR322) e wt(-). A figura 
apresenta os gráficos das contagens de bactérias produtoras (A(pBR322)) e não produtoras (wt(-)), 
resultados das competições em meio rico estruturado suplementado com ampicilina (100µg/mL). No eixo 
vertical, encontram-se representados unidades formadoras de colónias (ufc) por mililitro, que resultam de 
contagem em meio selectivo. O eixo horizontal, representa o tempo, em horas (0 e 24 horas). Os gráficos 
dispostos na vertical representam diferentes densidades iniciais das competições (≈109 – densidade 
elevada; ≈107 – densidade média; e ≈105 – densidade baixa) e os dispostos na horizontal representam as 
diferentes frequências iniciais das estirpes (P – bactérias produtoras; NP – bactérias não produtoras). As 
rectas cheias, a azul, representam o número de bactérias não produtoras; e as rectas tracejadas, a 
vermelho, o número de bactérias produtoras. Estão representadas graficamente as médias de contagens 
das três réplicas realizadas, por condição. As barras de erro representam duas vezes o Erro Padrão. 
 
 
Tabela 5 – Índice de Protecção (I.P.) da estirpe A(pBR322). A tabela representa a média dos valores 
obtidos de I.P. para a estirpe A(pBR322), que mostra o nível de protecção conferido por esta estirpe à 
estirpe wt(-). São apresentadas as nove condições usadas: três frequências (1P:100NP, 1P:1NP e 
100P:1NP) e três densidades (≈109, ≈107e ≈105). Os valores das médias são relativos a três réplicas, e os 
valores foram submetidos a um teste t para testar se são significativamente diferentes de 1. 
 
Densidade Frequência I.P.(média) 2xErro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP 1,06x10-2*** 1,03x10-3 
1P:1NP 1,66x10-6*** 1,95x10-6 
100P:1NP 1,49x10-3*** 2,95x10-3 
≈107 
1P:100NP 4,46x10-6*** 3,92x10-6 
1P:1NP 6,19x10-8*** 1,09x10-7 
100P:1NP 0*** 0 
≈105 
1P:100NP 4,09x10-8*** 5,63x10-8 
1P:1NP 0*** 0 
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b) Determinação da influência da conjugação na exploração da protecção conferida 
pelas  estirpes produtora de β-lactamase A(R1), A(R16a) e A(RP4) a uma estirpe sensível 
Com o objectivo de determinar a influência da conjugação na exploração da protecção 
conferida à estirpe sensível, por parte de uma estirpe produtora de β-lactamase, foram 
realizadas competições entre as estirpes produtoras A(R1), A(R16a) e A(RP4) e a estirpe wt(-), 
As estirpes de bactérias produtoras de β-lactamase, acima mencionadas, possuem o gene da 
β-lactamase codificado em plasmídeos conjugativos.  
Tal como para A(pBR322), os resultados das nove competições A(R1) x wt(-) (Figura 5) 
mostram que não é conferida nenhuma protecção forte à estirpe sensível, uma vez que os I.P. 
nas condições estudadas (Tabela 6) são sempre menores que um.  No entanto, é conferida 
uma protecção fraca à estirpe sensível em algumas das condições, uma vez que os valores 
dos I.P. se encontram entre zero e um. A protecção fraca, conferida por A(R1), não é 
dependente nem da densidade e frequência iniciais das estirpes, nem da interacção entre 
esses dois factores (p>0,05). 
Para todas as estirpes produtoras com plasmídeo conjugativo, nas contagens efectuadas às 24 
horas, não foi possível distinguir as bactérias não produtoras das transconjugantes, uma vez 
que não existe marcador cromossomal que as distinga. Por isso, realizou-se um teste t para 
comparar o número de não produtoras e transconjugantes.  
Para a estirpe A(R1) observou-se que, excepto em algumas condições (nas densidades 
elevadas com 1P:100NP (p=0,028), 1P:1NP (p=0,008) e 100P:1NP (p=0,012), e na densidade 
média com 1P:100NP(p=0,007)), não há diferença significativa entre os valores  de não 
produtoras e transconjugantes às 24 horas. Assim, excepto para as duas condições da 
densidade intermédia (para as frequências de 1P:1NP e 100P:1NP), em que o número das 
bactérias não produtoras não é significativamente diferente do número das transconjugantes, 
nas restantes condições, em que existe protecção, a conjugação não parece ser capaz de 
resolver o problema da exploração da protecção por parte da estirpe sensível. A taxa de 
conjugação de A(R1) durante os estudos de competição (Tabela 7), é relativamente baixa e, 
por isso, não parece ser capaz de transformar com o seu plasmídeo as bactérias não 
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Figura 5 - Representação gráfica dos resultados das competições entre A(R1) e wt(-). A figura 
apresenta os resultados gráficos das contagens de bactérias produtoras (A(R1)) e não produtoras (wt(-)), 
das competições em meio rico estruturado suplementado com ampicilina (100µg/mL). No eixo vertical, 
encontram-se representados unidades formadoras de colónias (ufc) por mililitro, que resultam de 
contagem em meio selectivo. O eixo horizontal, representa o tempo, em horas (0 e 24 horas). Os gráficos 
dispostos na vertical representam diferentes densidades iniciais das competições (≈109 – densidade 
elevada; ≈107 – densidade média; e ≈105 – densidade baixa) e os dispostos na horizontal representam as 
diferentes frequências iniciais das estirpes (P – bactérias produtoras; NP – bactérias não produtoras). As 
rectas cheias, a azul, representam o número de bactérias não produtoras; as rectas tracejadas, a 
vermelho, o número de bactérias produtoras; e as rectas com tracejado largo, a verde, o número de 
bactérias transconjugantes (wt(R1)). Estão representadas graficamente as médias de contagens das três 
réplicas realizadas, por condição. As barras de erro representam duas vezes o Erro Padrão. Nota: Não é 
possível distinguir as contagens de bactérias não produtoras e transconjugantes.   
 
Tabela 6 - Índice de Protecção (I.P.) da estirpe A(R1). A tabela representa a média dos valores obtidos 
de I.P. para a estirpe A(R1), que mostra o nível de protecção conferido por esta estirpe à estirpe wt(-). 
São apresentadas as nove condições usadas: três frequências (1P:100NP, 1P:1NP e 100P:1NP) e três 
densidades (≈109, ≈107e ≈105). Os valores das médias são relativos a três réplicas, e os valores foram 
submetidos a um teste t para testar se são significativamente diferentes de 1.  
Densidade Frequência I.P.(média) 2xErro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP 1,71x10-6*** 1,16x10-6 
1P:1NP 2,30x10-8*** 3,10x10-8 
100P:1NP 8,54x10-2** 1,29x10-1 
≈107 
1P:100NP 2,40x10-8*** 2,69x10-9 
1P:1NP 8,02x10-10*** 8,06x10-10 
100P:1NP 7,91x10-8*** 7,95x10-8 
≈105 
1P:100NP 0*** 0 
1P:1NP 0*** 0 
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Tabela 7 – Taxa de Conjugação de A(R1)xwt(-). Os valores da tabela representam o logaritmo (base 10) 
da taxa de conjugação de A(R1)xwt(-), em competição num meio estruturado rico suplementado com 
ampicilina. É apresentada a média das taxas de conjugação (três réplicas, para cada condição) e duas 
vezes o erro padrão. 
Densidade Frequência Taxa de Conjugação (Média) 2xErro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP -5,94 1,02 
1P:1NP -2,08 0,39 
100P:1NP -3,11 0,44 
≈107 
1P:100NP -5,76 0,34 
1P:1NP -5,48 0,31 
100P:1NP -5,23 0,50 
≈105 
1P:100NP -4,86 0,03 
1P:1NP -5,13 0,02 
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Figura 6 - Representação gráfica dos resultados das competições entre A(R16a) e wt(-). A figura 
apresenta os resultados gráficos das contagens de bactérias produtoras (A(R16a)) e não produtoras (wt(-
)), das competições em meio rico estruturado suplementado com ampicilina (100µg/mL). No eixo vertical, 
encontram-se representados unidades formadoras de colónias (ufc) por mililitro, que resultam de 
contagem em meio selectivo. O eixo horizontal, representa o tempo, em horas (0 e 24 horas). Os gráficos 
dispostos na vertical representam diferentes densidades iniciais das competições (≈109 – densidade 
elevada; ≈107 – densidade média; e ≈105 – densidade baixa) e os dispostos na horizontal representam as 
diferentes frequências iniciais das estirpes (P – bactérias produtoras; NP – bactérias não produtoras). As 
rectas cheias, a azul, representam o número de bactérias não produtoras; as rectas tracejadas, a 
vermelho, o número de bactérias produtoras; e as rectas com tracejado largo, a verde, o número de 
bactérias transconjugantes (wt(R16a)). Estão representadas graficamente as médias de contagens das 
três réplicas realizadas, por condição. As barras de erro representam duas vezes o Erro Padrão. Nota: 
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Tabela 8 - Índice de Protecção (I.P.) da estirpe A(R16a). A tabela representa a média dos valores 
obtidos de I.P. para a estirpe A(R16a), que mostra o nível de protecção conferido por esta estirpe à 
estirpe wt(-). São apresentadas as nove condições usadas: três frequências (1P:100NP, 1P:1NP e 
100P:1NP) e três densidades (≈109, ≈107 e ≈105). Os valores das médias são relativos a três réplicas, e os 
valores foram submetidos a um teste t para testar se são significativamente diferentes de 1.   
 
Densidade Frequência I.P.(média) 2xErro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP 8,24x10-4*** 1,42x10-3 
1P:1NP 8,79x10-5*** 6,80x10-5 
100P:1NP 2,56x10-2*** 2,35x10-2 
≈107 
1P:100NP 3,26x10-5*** 1,93x10-5 
1P:1NP 4,43x10-7*** 7,04x10-7 
100P:1NP 1,48x10-6*** 1,32x10-6 
≈105 
1P:100NP 2,07x10-5*** 3,63x10-5 
1P:1NP 0*** 0 
100P:1NP 0*** 0 
 
As nove competições realizadas entre as estirpes A(R16a) e wt(-) (Figura 6) também não 
demonstraram nenhuma protecção forte, em quaisquer condições, uma vez que os I.P. nestas 
condições (Tabela 8) nunca são significativamente superiores ou iguais a um. Mas é conferida 
uma protecção fraca à estirpe sensível, em algumas das condições. Essa protecção é 
dependente da densidade (g.l.=2, F=5,06, p=0,018) e frequência iniciais das estirpes (g.l.=2, 
F=4,55, p=0,025), bem como da interacção dos dois factores (g.l.=4, F=4,57, p=0,010). Parece 
haver maior protecção nas densidades mais elevadas (média de protecção nas condições de 
densidade ≈107 é 8,83x10-3 ± 1,87x10-2) e em frequências iniciais de não produtoras mais 
baixas (média de protecção nas condições de frequência 100P:1NP é 8,53x10-3 ± 1,89x10-2). 
O teste t para verificar se existe diferença entre o número de bactérias não produtoras e 
transconjugantes, às 24 horas, revelou que não existe diferença significativa, ou seja, é 
impossível distinguir entre os dois tipos de bactérias, na maioria das condições (excepto para a 
frequência 1P:100NP na densidade média (p=0,006) e mais baixa (p=0,009)). Assim, na 
maioria das condições a conjugação parece ser capaz de resolver o problema da exploração 
por parte das bactérias sensíveis, e estas parecem deixar de ser capazes de subsistirem como 
não-cooperadoras, uma vez que são transformadas em bactérias transconjugantes produtoras 
de β-lactamase. A taxa de conjugação de A(R16a), nas várias condições, encontra-se 
discriminada na Tabela 9, e parece ser relativamente elevada, parecendo ser capaz de forçar 
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Tabela 9 - Taxa de Conjugação de A(R16a)xwt(-). Os valores da tabela representam o logaritmo (base 
10) da taxa de conjugação de A(R16a)xwt(-), em competição num meio estruturado rico suplementado 
com ampicilina. É apresentada a média das taxas de conjugação (três réplicas, para cada condição) e 
duas vezes o erro padrão.Quando não são indicados valores de taxa de conjugação, significa que não 
existiam transconjugantes às 24 horas. 
Densidade Frequência Taxa de Conjugação (Média) 2x Erro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP -1,74 0,40 
1P:1NP -2,24 0,13 
100P:1NP -1,94 0,14 
≈107 
1P:100NP -3,56 0,40 
1P:1NP -4,11 1,07 
100P:1NP -3,79 0,11 
≈105 
1P:100NP - - 
1P:1NP - - 
100P:1NP - - 
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Figura 7 – Representação gráfica dos resultados das competições entre A(RP4) e wt(-). A figura 
apresenta os resultados gráficos das contagens de bactérias produtoras (A(RP4)) e não produtoras (wt(-
)), das competições em meio rico estruturado suplementado com ampicilina (100µg/mL). No eixo vertical, 
encontram-se representados unidades formadoras de colónias (ufc) por mililitro, que resultam de 
contagem em meio selectivo. O eixo horizontal, representa o tempo, em horas (0 e 24 horas). Os gráficos 
dispostos na vertical representam diferentes densidades iniciais das competições (≈109 – densidade 
elevada; ≈107 – densidade média; e ≈105 – densidade baixa) e os dispostos na horizontal representam as 
diferentes frequências iniciais das estirpes (P – bactérias produtoras; NP – bactérias não produtoras). As 
rectas cheias, a azul, representam o número de bactérias não produtoras; as rectas tracejadas, a 
vermelho, o número de bactérias produtoras; e as rectas com tracejado largo, a verde, o número de 
bactérias transconjugantes (wt(RP4)). Estão representadas graficamente as médias de contagens das 
três réplicas realizadas, por condição. As barras de erro representam duas vezes o Erro Padrão. Nota: 
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Tabela 10 - Índice de Protecção (I.P.) da estirpe A(RP4). A tabela representa a média dos valores 
obtidos de I.P. para a estirpe A(RP4), que mostra o nível de protecção conferido por esta estirpe à estirpe 
wt(-). São apresentadas as nove condições usadas: três frequências (1P:100NP, 1P:1NP e 100P:1NP) e 
três densidades (≈109, ≈107 e ≈105). Os valores das médias são relativos a três réplicas, e os valores 
foram submetidos a um teste t para testar se são significativamente diferentes de 1.  
Densidade Frequência I.P.(média) 2xErro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP 1,11x10-1** 8,19x10-2 
1P:1NP 2,31x10-1*** 4,71x10-2 
100P:1NP 6,28x10-1* 1,63x10-1 
≈107 
1P:100NP 4,66x10-3*** 1,32x10-3 
1P:1NP 2,43x10-3*** 3,31x10-3 
100P:1NP 3,20x10-2*** 5,59x10-2 
≈105 
1P:100NP 5,66x10-4*** 2,77x10-4 
1P:1NP 0*** 0 
100P:1NP 0*** 0 
 
As competições realizadas entre A(RP4) e wt(-) (Figura 7) também não demonstraram 
nenhuma protecção forte, em quaisquer condições, uma vez que os I.P. nestas condições 
(Tabela 10) nunca são significativamente superiores ou iguais a um. A protecção fraca é 
significativamente dependente da densidade (g.l.=2, F=93,47, p=0,000) e frequência iniciais de 
estirpes (g.l.=2, F=25,43, p=0,000), bem como da interacção ente esses dois factores (g.l.=4, 
F=25,43, p=0,000). Parece haver maior protecção nas densidades mais elevadas (média de 
protecção nas condições de densidade ≈107 é 3,23x10-2 ± 7,48x10-2) e em frequências iniciais 
de não produtoras mais baixas (média de protecção nas condições de frequência 100P:1NP é 
2,20x10-1 ± 3,64x10-1). 
Tabela 11 - Taxa de Conjugação de A(RP4)xwt(-). Os valores da tabela representam o logaritmo (base 
10) da taxa de conjugação de A(RP4)xwt(-), em competição num meio estruturado rico suplementado com 
ampicilina. É apresentada a média das taxas de conjugação (três réplicas, para cada condição) e duas 
vezes o erro padrão. Quando não são indicados valores de taxa de conjugação, significa que não existiam 
transconjugantes às 24 horas. 
Densidade Frequência Taxa de Conjugação (Média) 2x Erro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP -0,29 0,28 
1P:1NP -0,40 0,09 
100P:1NP -1,00 0,15 
≈107 
1P:100NP -1,26 0,11 
1P:1NP -1,61 0,34 
100P:1NP -1,80 0,32 
≈105 
1P:100NP - - 
1P:1NP - - 
100P:1NP - - 
 
Apesar de parecer existir uma maior protecção conferida por esta estirpe, um teste t revela que 
não existe diferença significativa entre o número de bactérias não produtoras e 
transconjugantes na população, às 24 horas, em nenhuma das condições estudadas, o que 
significa que é impossível distinguir estas bactérias. Assim, para esta estirpe a conjugação 
também parece ser capaz de resolver o problema da exploração por parte das bactérias 
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sensíveis, e estas parecem deixar de ser capazes de subsistirem como não-cooperadoras. 
Uma vez que a taxa de conjugação de A(RP4) (Tabela 11), é relativamente elevada, verifica-se 
a transformação das bactérias não produtoras em transconjugantes produtoras de β-lactamase. 
 
c) Comparação da Taxa de Conjugação das dadoras A(R1), A(R16a) e A(RP4) e recipiente 
wt(-) 
As taxas de conjugação das estirpes A(R1), A(R16a) e A(RP4), nas diversas condições, foram 
comparadas através da realização de uma ANOVA de três factores, que incluiu como fonte de 
variação para além da estirpe produtora, a densidade e a frequência das competições. 
Segundo os dados obtidos (Tabela 12) observa-se que a taxa de conjugação é 
significativamente dependente da estirpe, densidade e frequência, bem como da interacção 
entre esses factores. 
Tabela 12 – Resultados da ANOVA de três factores em relação à Taxa de Conjugação das estirpes 
A(R1), A(R16a) e A(RP4). Análise da dependência da estirpe, frequência e densidade da Taxa de 
Conjugação das estirpes A(R1), A(R16a) e A(RP4). A tabela representa os valores obtidos na análise 
estatística (ANOVA de três factores) dos dados obtidos nas nove condições das competições realizadas 
entre as estirpes produtoras e wt(-).São apresentados os valores dos graus de liberdade (g.l.), dos valores 
do teste F e do nível de significância (p). 
Fonte de Variação g.l. F p 
Estirpe 2 1113,55 0,000 
Densidade 2 271,70 0,000 
Frequência 2 4,56 0,015 
Estirpe*Densidade 4 85,68 0,000 
Estirpe*Frequência 4 21,07 0,000 
Densidade*Frequência 4 11,17 0,000 
Estirpe*Densidade*Frequência 8 14,91 0,000 
 
A realização do teste Tuckey post hoc, quanto às estirpes, revelou A(RP4) como a estirpe com 
maior taxa de conjugação e A(R1) como a que apresenta menor taxa de conjugação. 
 
3.2. Determinação da influência da conjugação na exploração da protecção conferida 
pelas estirpes produtora de β-lactamase com o plasmídeo evoluido  
Quisemos saber se uma estirpe ou um plasmídeo (ou ambos) podem evoluir no sentido de 
produzir mais β-lactamase, inclusivamente, de conferir protecção forte à estirpe sensível. Para 
isso, foram realizadas dois conjuntos de evoluções da estirpe A(R1), ambas por um período de 
14 dias. No primeiro conjunto, as bactérias foram mantidas com a concentração de ampicilina 
constante e, no segundo conjunto, o meio foi sofrendo um aumento progressivo da 
concentração de ampicilina. Durante a evolução, para ambos os conjuntos, foram realizados 
testes de protecção, sendo que, no primeiro conjunto, não foram obtidas estirpes capazes de 
conferir maior protecção a uma estirpe sensível, ao fim de 14 dias de evolução. No segundo 
conjunto, foram isoladas, várias estirpes capazes de conferir um maior grau de protecção à 
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estirpe sensível. No entanto, apenas uma das estirpes manteve o nível de protecção constante 
até ao final da evolução. Os resultados obtidos, no segundo conjunto, permitiram, assim, 
seleccionar uma estirpe capaz de conferir maior protecção do que a estirpe ancestral A(R1). 
Esta estirpe evoluída (conjunto de bactéria e plasmídeo) foi designada de A’(R1’). No sentido 
de avaliar as alterações sofridas apenas pelo plasmídeo, no decurso da evolução, este foi 
reintroduzido na estirpe bacteriana ancestral, através de conjugação. Esta estirpe, constituída 
pelo plasmídeo evoluído inserido na bactéria ancestral foi designada de A(R1’).    
Os Índices de Protecção (I.P.) das estirpes contendo o plasmídeo R1 evoluído e ancestral, nas 
diversas condições, foram comparados através da realização de uma ANOVA de três factores, 
que incluiu como fonte de variação para além da estirpe produtora, a densidade e a frequência 
das competições. Segundo os dados obtidos (Tabela 13) observa-se que o I.P. é 
significativamente dependente da estirpe, densidade e frequência, bem como da interacção 
entre esses factores. 
Tabela 13 - Análise da dependência da estirpe, frequência e densidade da protecção conferida 
pelas estirpes produtoras A(R1), A’(R1’) e A(R1’) a bactérias sensíveis à ampicilina (wt(-)).  A tabela 
representa os valores obtidos na análise estatística (ANOVA de três factores) dos dados obtidos nas nove 
condições das competições realizadas entre as estirpes produtoras e wt(-).São apresentados os valores 
dos graus de liberdade (g.l.), dos valores do teste F e do nível de significância (p). 
Fonte de Variação g.l. F p 
Estirpe 2 4,71 0,013 
Densidade 2 5,95 0,005 
Frequência 2 4,67 0,013 
Estirpe*Densidade 4 4,69 0,003 
Estirpe*Frequência 4 3,57 0,012 
Densidade*Frequência 4 4,68 0,003 
Estirpe*Densidade*Frequência 8 3,57 0,002 
   
A realização do teste Tuckey post hoc, quanto às estirpes, revelou que a estirpe A’(R1’) confere 
maior I.P. do que a estirpe A(R1’). 
a) Determinação da influência da conjugação na exploração da protecção conferida 
pelas estirpes produtora de β-lactamase A’(R1’) e A(R1’) a uma estirpe sensível 
À semelhança do que foi realizado com as restantes estirpes em estudo, foram realizados 
ensaios de competição com ambas as estirpes produtoras A’(R1’) e A(R1’) e a estirpe não 
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Figura 8 – Representação gráfica dos resultados das competições entre A’(R1’) e wt(-). A figura 
apresenta os resultados gráficos das contagens de bactérias produtoras (A’(R1’)) e não produtoras (wt(-)), 
das competições em meio rico estruturado suplementado com ampicilina (100µg/mL). No eixo vertical, 
encontram-se representados unidades formadoras de colónias (ufc) por mililitro, que resultam de 
contagem em meio selectivo. O eixo horizontal, representa o tempo, em horas (0 e 24 horas). Os gráficos 
dispostos na vertical representam diferentes densidades iniciais das competições (≈109 – densidade 
elevada; ≈107 – densidade média; e ≈105 – densidade baixa) e os dispostos na horizontal representam as 
diferentes frequências iniciais das estirpes (P – bactérias produtoras; NP – bactérias não produtoras). As 
rectas cheias, a azul, representam o número de bactérias não produtoras; as rectas tracejadas, a 
vermelho, o número de bactérias produtoras; e as rectas com tracejado largo, a verde, o número de 
bactérias transconjugantes (wt(R1*)). Estão representadas graficamente as médias de contagens das três 
réplicas realizadas, por condição. As barras de erro representam duas vezes o Erro Padrão. Nota: Não é 
possível distinguir as contagens de bactérias não produtoras e transconjugantes.  
 
Tabela 14 - Índice de Protecção (I.P.) da estirpe A’(R1’). A tabela representa a média dos valores 
obtidos de I.P. para a estirpe A’(R1’), que mostra o nível de protecção conferido por esta estirpe à estirpe 
wt(-). São apresentadas as nove condições usadas: três frequências (1P:100NP, 1P:1NP e 100P:1NP) e 
três densidades (≈109, ≈107 e ≈105). Os valores das médias são relativos a três réplicas, e os valores 
foram submetidos a um teste t para testar se são significativamente diferentes de 1.    
Densidade Frequência I.P.(média) 2xErro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP 1,33x10-1** 1,37x10-1 
1P:1NP 8,10x10-1n.s. 6,12x10-1 
100P:1NP 1,04x101n.s. 1,01x101 
≈107 
1P:100NP 1,26x10-3*** 3,04x10-4 
1P:1NP 1,26x10-4*** 5,44x10-5 
100P:1NP 3,35x10-3*** 3,83x10-3 
≈105 
1P:100NP 1,34x10-2*** 1,39x10-2 
1P:1NP 5,24x10-4*** 3,17x10-4 
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Os resultados das competições com a estirpe A’(R1’) revelaram protecção forte para a 
densidade mais elevada (≈107) nas frequências de 1P:1NP e 100P:1NP, uma vez que nestas 
condições os I.P. não são significativamente diferentes de um (Tabela 14). Esta protecção, 
como pode ser observado na Figura 8, reflecte-se não só na sobrevivência de bactérias não 
produtoras (protecção fraca), como também na manutenção ou aumento do número de células 
não produtoras, após 24 horas, em meio com ampicilina. A protecção conferida por esta estirpe 
é dependente da densidade (g.l.=2, F=5,10, p=0,018) e frequência iniciais das estirpes (g.l.=2, 
F=3,92, p=0,039), bem como da interacção entre os dois factores (g.l.=4, F=3,93, p=0,039), 
sendo que parece haver maior protecção em densidades mais elevadas (média de protecção 
nas condições de densidade ≈107 é 3,78x100 ± 7,64x100). Por outro lado, a protecção parece 
ser maior quando a estirpe sensível se encontra em raridade (média de protecção nas 
condições de frequências 100P:1NP é 3,47x100 ± 7,83x100).   
O teste t realizado para distinguir o número de bactérias não produtoras de transconjugantes 
revelou que, excepto na densidade mais elevada para as frequências de 1P:1NP e 100P:1NP, 
e na densidade mais baixa para as frequências de 1P:100NP e 1P:1NP, não existe uma 
diferença significativa do número de bactérias não produtoras e transconjugantes às 24 horas. 
Nas condições de protecção forte, a conjugação não parece ser capaz de resolver o problema 
da exploração da protecção, uma vez que as bactérias não produtoras conseguem subsistir 
como não-cooperadoras, não sendo transformadas em transconjugantes. O mesmo se verifica 
para as condições, de protecção fraca, na densidade mais baixa em que o número de não 
produtoras é significativamente superior ao número de transconjugantes. Para as restantes 
condições, onde se verifica uma protecção fraca, a conjugação parece ser capaz de resolver o 
problema da exploração da protecção, sendo que as bactérias não produtoras são forçadas a 
tornar-se cooperadoras, através da transferência do plasmídeo conjugativo. Assim a taxa de 
conjugação (Tabela 15) da estirpe produtora, parece ser capaz de resolver o problema da 
exploração da protecção nalgumas condições, mas não naquelas em que a protecção é mais 
forte. 
 
Tabela 15 - Taxa de Conjugação de A’(R1’)xwt(-). Os valores da tabela representam o logaritmo (base 
10) da taxa de conjugação de A’(R1’)xwt(-), em competição num meio estruturado rico suplementado com 
ampicilina É apresentada a média das taxas de conjugação (três réplicas, para cada condição) e duas 
vezes o erro padrão. Quando não são indicados valores de taxa de conjugação, significa que não existiam 
transconjugantes às 24 horas. 
 
Densidade Frequência Taxa de Conjugação (Média) 2x Erro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP -0,98 0,19 
1P:1NP -1,85 0,10 
100P:1NP -2,35 0,30 
≈107 
1P:100NP -1,50 0,07 
1P:1NP -2,08 0,13 
100P:1NP -2,47 0,58 
≈105 
1P:100NP -3,25 0,26 
1P:1NP - - 
100P:1NP - - 
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Figura 9 – Representação gráfica dos resultados das competições entre A(R1’) e wt(-). A figura 
apresenta os resultados gráficos das contagens de bactérias produtoras (A(R1’)) e não produtoras (wt(-)), 
das competições em meio rico estruturado suplementado com ampicilina (100µg/mL). No eixo vertical, 
encontram-se representados unidades formadoras de colónias (ufc) por mililitro, que resultam de 
contagem em meio selectivo. O eixo horizontal, representa o tempo, em horas (0 e 24 horas). Os gráficos 
dispostos na vertical representam diferentes densidades iniciais das competições (≈109 – densidade 
elevada; ≈107 – densidade média; e ≈105– densidade baixa) e os dispostos na horizontal representam as 
diferentes frequências iniciais das estirpes (P – bactérias produtoras; NP – bactérias não produtoras). As 
rectas cheias, a azul, representam o número de bactérias não produtoras; as rectas tracejadas, a 
vermelho, o número de bactérias produtoras; e as rectas com tracejado largo, a verde, o número de 
bactérias transconjugantes (wt(R1*)). Estão representadas graficamente as médias de contagens das três 
réplicas realizadas, por condição. As barras de erro representam duas vezes o Erro Padrão. Nota: Não é 
possível distinguir as contagens de bactérias não produtoras e transconjugantes. 
 
Tabela 16 - Índice de Protecção (I.P.) da estirpe A(R1’). A tabela representa a média dos valores 
obtidos de I.P. para a estirpe A(R1’), que mostra o nível de protecção conferido por esta estirpe à estirpe 
wt(-). São apresentadas as nove condições usadas: três frequências (1P:100NP, 1P:1NP e 100P:1NP) e 
três densidades (≈109, ≈107 e ≈105). Os valores das médias são relativos a três réplicas, e os valores 
foram submetidos a um teste t para testar se são significativamente diferentes de 1. 
Densidade Frequência I.P.(média) 2xErro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP 1,75x10-3*** 1,04x10-3 
1P:1NP 3,89x10-4*** 1,83x10-4 
100P:1NP 8,47x10-1n.s. 5,59x10-1 
≈107 
1P:100NP 1,84x10-4*** 2,34x10-4 
1P:1NP 1,15x10-8*** 1,45x10-8 
100P:1NP 1,60x10-4*** 2,59x10-4 
≈105 
1P:100NP 9,17x10-4*** 2,74x10-4 
1P:1NP 2,87x10-7*** 2,00x10-7 
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À semelhança do que se verificou nos resultados das competições com A’(R1’), também existe 
protecção forte das bactérias não produtoras, quando em competição com a estirpe A(R1’) 
(Figura 9). No entanto, como se pode observar na Tabela 16, esta protecção forte, apenas se 
verifica numa das situações (na densidade mais elevada para a frequência de 100P:1NP). Nas 
restantes condições observa-se uma protecção fraca, sendo o número de produtoras às 24 
horas significativamente diferente de zero, ou uma ausência de protecção. A protecção 
conferida por esta estirpe é dependente da densidade (g.l.=2, F=9,26, p=0,002) e frequência 
iniciais das estirpes (g.l.=2, F=9,20, p=0,002), bem como da interacção dos dois factores 
(g.l.=4, F=9,21, p=0,000), sendo que parece haver maior protecção nas densidades mais 
elevadas (média de protecção nas condições de densidade ≈107 é 2,83x10-1 ± 5,63x10-1) e em 
frequências iniciais de não produtoras mais baixas (média de protecção nas condições de 
frequências 100P:1NP é 2,82x10-1 ± 5,63x10-1).   
O teste t realizado para distinguir o número de bactérias não produtoras de transconjugantes 
revelou que, excepto na densidade mais elevada para a frequência de 100P:1NP, e na 
densidade mais baixa para as frequências de 1P:100NP e 1P:1NP, não existe uma diferença 
significativa do número de bactérias não produtoras e transconjugantes às 24 horas. Tal como 
para a estirpe A’(R1’), na condição em que se observa uma protecção forte, o número de não 
produtoras é significativamente superior ao número de transconjugantes. Nesta condição, a 
conjugação não parece ser capaz de resolver o problema da protecção conferida à estirpe 
sensível, apesar de essa protecção ser forte. O mesmo se verifica para as condições de 
densidade baixa, nas frequências 1P:100NP e 1P:1NP, em que a é protecção fraca, e a 
conjugação não parece ser capaz de eliminar as bactérias não produtoras, subsistindo estas 
como não-cooperadoras. Nas restantes condições, em que se verifica protecção, a conjugação 
parece ser relativamente elevada (Tabela 17), sendo capaz de resolver o problema da 
exploração da protecção conferida pela estirpe A(R1’) à estirpe sensível. Assim, nessas 
condições as bactérias não produtoras são forçadas a cooperar, através da transferência do 
plasmideo conjugativo. 
Tabela 17 - Taxa de Conjugação de A(R1’)xwt(-). Os valores da tabela representam o logaritmo (base 
10) da taxa de conjugação de A(R1’)xwt(-), em competição num meio estruturado rico suplementado com 
ampicilina. É apresentada a média das taxas de conjugação (três réplicas, para cada condição) e duas 
vezes o erro padrão. Quando não são indicados valores de taxa de conjugação, significa que não existiam 
transconjugantes às 24 horas. 
Densidade Frequência Taxa de Conjugação (Média) 2x Erro Padrão (n=3) 
≈109 
1P:100NP -1,41 0,09 
1P:1NP -1,81 0,17 
100P:1NP -3,94 0,20 
≈107 
1P:100NP -1,94 0,24 
1P:1NP -3,99 0,94 
100P:1NP -3,13 0,22 
≈105 
1P:100NP -5,10 0,53 
1P:1NP - - 
100P:1NP - - 
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b) Comparação da Taxa de Conjugação entre as estirpes A(R1), A’(R1’) e A(R1’) 
As taxas de conjugação das estirpes contendo o plasmídeo R1 evoluído ou não, nas diversas 
condições, foram comparadas através da realização de uma ANOVA de três factores, que 
incluiu como fonte de variação para além da estirpe produtora, a densidade e a frequência 
iniciais das competições. Segundo os dados obtidos (Tabela 18) observa-se que a taxa de 
conjugação é significativamente dependente da estirpe, densidade e frequência, bem como da 
interacção entre esses factores. 
Tabela 18 – Resultados da ANOVA de três factores em relação à Taxa de Conjugação das estirpes 
A(R1), A’(R1’) e A(R1’). Análise da dependência da estirpe, frequência e densidade da Taxa de 
Conjugação das estirpes A(R1), A’(R1’) e A(R1’). A tabela representa os valores obtidos na análise 
estatística (ANOVA de três factores) dos dados obtidos nas nove condições das competições realizadas 
entre as estirpes produtoras e wt(-).São apresentados os valores dos graus de liberdade (g.l.), dos valores 
do teste F e do nível de significância (p). 
Fonte de Variação g.l. F p 
Estirpe 2 567,91 0,000 
Densidade 2 30,81 0,000 
Frequência 2 58,78 0,000 
Estirpe*Densidade 4 21,76 0,000 
Estirpe*Frequência 4 28,39 0,000 
Densidade*Frequência 4 79,59 0,000 
Estirpe*Densidade*Frequência 8 77,64 0,000 
 
A realização do teste Tuckey post hoc, quanto às estirpes, revelou A’(R1’) como a estirpe que 
apresenta maior taxa de conjugação, seguida por A(R1’).  
 
3.3. Determinação da existência de correlações entre os parâmetros analisados (I.P., 
Taxa de Conjugação e Custos) 
 
Foram realizadas regressões lineares no sentido de tentar perceber se existe uma correlação 
entre os diversos parâmetros usados, mais concretamente, entre o I.P. e a taxa de conjugação 
e entre o I.P. e os custos. Para ambas as comparações foram realizadas duas regressões 
lineares, sendo a primeira constituída apenas pelas estirpes A(pBR322) (excepto para a taxa 
de conjugação, para a qual esta estirpe não se aplica), A(R1), A(R16a) e A(RP4), e a segunda 
pelo conjunto das estirpes A(R1), A’(R1’) e A(R1’). A regressão linear para I.P. vs. Taxa de 
Conjugação revelou que existe uma correlação positiva fraca entre estes dois parâmetros para 
as estirpes A(R1), A(R16a) e A(RP4) (R=0,222; R2=0,049; p=0,047), mas não existe correlação 
entre esses factores para o conjunto das estirpes A(R1), A’(R1’) e A(R1’) (R=0,070; R2=0,005; 
p=0,533). O mesmo se verificou para a regressão linear para I.P. vs. Custos, para as estirpes 
A(pBR322), A(R1), A(R16a) e A(RP4) que revelou não existir correlação entre estes dois 
parâmetros (R=0,113; R2=0,013; p=0,510). Já para as estirpes A(R1), A’(R1’) e A(R1’) parece 
existir uma correlação positiva fraca entre o I.P e os custos (R=0,469; R2=0,220, p=0,014). 
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3.4. Competições com períodos prolongados 
 
Para as estirpes A’(R1’) e A(R1’), foi seleccionada uma condição inicial de densidade e 
frequência para a qual a competição foi prolongada até às 120 horas (Figura 10). Como o 
objectivo deste estudo era verificar se a protecção e a taxa de conjugação se mantinham ou 
variavam após as 24 horas iniciais de competição, a condição seleccionada foi a densidade 
mais elevada, para a frequência de 100P:1NP, porque os resultados anteriores mostraram ser 
essa a condição mais promissora para observar o comportamento pretendido. 
Através de uma ANOVA de dois factores, com medições repetidas, verificou-se que o I.P. das 
estirpes A’(R1’) e A(R1’) (Tabela 19) não é dependente nem da estirpe (g.l.=1, F=3,49, 
p=0,135), nem do tempo (g.l.=1,53, F=3,16, p=0,098), nem da interacção dos dois factores 
(g.l.=1,53, F=3,69, p=0,095).  
Quanto à taxa de conjugação das estirpes A’(R1’) e A(R1’), ao longo do tempo, foi realizada 
uma ANOVA de dois factores, com medições repetidas. Esta ANOVA revelou que a taxa de 
conjugação das duas estirpes estudadas é significativamente dependente da estirpe (F=10,07, 
p=0,034), do tempo (F=11,15, p=0,000), e da interacção dos dois factores (F=11,63, p=0,000). 
A comparação da taxa de conjugação das estirpes, através do teste de Bonferroni, revela que a 
taxa de conjugação da estirpe A’(R1’) é significativamente superior à de A(R1’). 
Para avaliar a variação da taxa de conjugação, com o tempo, foi realizada uma ANOVA de um 
factor, para as duas estirpes, individualmente. A taxa de conjugação da estirpe A’(R1’) não é 
significativamente dependente do factor tempo (F=0,324, p=0,856). Já a taxa de conjugação da 
estirpe A(R1’) é significativamente dependente do factor tempo (F= 24,36, p=0,000). 
Utilizando um teste t, para distinguir o número de não produtoras e de transconjugantes entre 
as várias horas, verificam-se resultados diferentes entre estirpes. Para A’(R1’), existem 
diferenças significativas entre o número dos dois tipos de células a todas as horas, enquanto 
para A(R1’), apenas existe diferença significativa entre o número dos dois tipos de células para 
as 24 e 48 horas. A partir das 72 até as 120 horas, não existe diferença significativa, não sendo 
possível distinguir as bactérias não produtoras das transconjugantes. Assim sendo, nesse 
período de tempo, a conjugação parece ser capaz de resolver o problema da exploração da 
protecção por parte das bactérias não produtoras, transformando estas últimas em bactérias 
cooperadoras, produtoras de β-lactamase.    
 







Figura 10 – Representação gráfica dos resultados das competições de 120 horas. A figura apresenta 
os resultados gráficos das contagens de bactérias produtoras (A’(R1’) ou A(R1’), consoante o gráfico) e 
não produtoras (wt(-)), das competições em meio rico estruturado suplementado com ampicilina 
(100µg/mL). No eixo vertical, encontram-se representados unidades formadoras de colónias (ufc) por 
mililitro, que resultam de contagem em meio selectivo, a cada 24 horas. O eixo horizontal, representa o 
tempo, em horas (de 0 a 120 horas, em intervalos de 24 horas). As competições foram realizadas com 
densidade inicial elevada e com a frequência inicial de 100P:1NP. As rectas cheias, a azul, representam o 
número de bactérias não produtoras; as rectas tracejadas, a vermelho, o número de bactérias produtoras; 
e as rectas com tracejado largo, a verde, o número de bactérias transconjugantes (wt(R1*)). Estão 
representadas graficamente as médias de contagens das três réplicas realizadas, por condição. As barras 
de erro são relativas a duas vezes o erro padrão. Nota: Não é possível distinguir as contagens de 
bactérias não produtoras e transconjugantes. 
 
Tabela 19 - Índice de Protecção (I.P.) da estirpe A’(R1’) e A(R1’), para 120h. A tabela representa a 
média dos valores obtidos de I.P. para as estirpes A’(R1’) e A(R1’), que mostra o nível de protecção 
conferido por esta estirpe à estirpe wt(-). São apresentadas os vários tempos analisados. Os valores das 
médias são relativos a três réplicas, e os valores foram submetidos a um teste t para testar se são 
significativamente diferentes de 1. 
 
 A’(R1’) A(R1’) 
Tempo (horas) I.P. 2xErro Padrão (n=3) I.P. 2xErro Padrão (n=3) 
24 1,04x101 n.s. 1,01x101 8,47x10-1 n.s. 5,59x10-1 
48 9,53x10-1 n.s. 5,29x10-1 2,09x10-2 ***. 1,15x10-2 
72 1,10x100 n.s. 4,76x10-1 1,50x10-1 ** 2,27x10-1 
96 1,37x100 *** 3,26x10-2 3,32x100 n.s. 2,08x100 
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IV – Discussão           
 
O modelo teórico de Smith (2001) prevê que, na presença de bactérias não-cooperadoras e 
ausência de transferência horizontal de genes, as bactérias não-cooperadoras aumentam em 
frequência ao longo do tempo, porque beneficiam dos efeitos do comportamento de 
cooperação, sem pagar os custos da sua produção. À medida que estes não-cooperadores se 
tornam comuns, diluem os benefícios do comportamento de cooperação, reduzindo assim a 
taxa de crescimento de ambas as estirpes na população. Por outro lado, quando existe 
transferência horizontal dos genes responsáveis pelo comportamento de cooperação espera-se 
que, na presença de não-cooperadores, estes inicialmente aumentem a sua frequência, 
diminuindo a taxa de crescimento das produtoras. Quando a população atinge a densidade em 
que a taxa de transferência horizontal é superior ao custo do comportamento a população dos 
não-cooperadores começa, rapidamente, a diminuir, à medida que vão adquirindo os genes 
que codificam o comportamento de cooperação e se tornam produtoras. Assim sendo, 
mecanismos de transferência horizontal de genes, como a conjugação, seriam capazes de 
resolver o problema da exploração de comportamentos de cooperação, por parte de indivíduos 
não-cooperadores. 
Este modelo, poderia explicar porque razão grande parte das proteínas secretadas por 
bactérias, isto é “bens comuns”, estão maioritariamente codificados em elementos genéticos 
móveis (Nogueira et al., 2009). No entanto, o modelo é apenas teórico, não tendo sido testado 
com sistemas biológicos. Trabalhos realizados anteriormente demonstraram a existência de 
protecção de estirpes não-cooperadoras, através da produção de β-lactamases, em meio com 
ampicilina (Dugatkin et al., 2005a; Clark et al., 2009; Perlin et al., 2009). No entanto, esses 
trabalhos foram realizados com estirpes construídas artificialmente, sendo estas capazes de 
uma super-produção de β-lactamase, desenhadas para o efeito pretendido. No presente 
trabalho, foram utilizados plasmídeos naturais, para tentar determinar se é possível a β-
lactamase conferir protecção a estirpes não-cooperadoras, em ambientes com ampicilina. 
Também usando essas estirpes, tentou determinar-se a possibilidade da exploração dessa 
protecção poder ser resolvida através da transferência dos plasmídeos que codificam a β-
lactamase, por conjugação. O trabalho teve por objectivo responder a uma série de questões, 
as quais são apresentadas a seguir. 
 
Na ausência de selecção, existe um custo associado à manutenção do 
plasmídeo? 
 
Na ausência de selecção, isto é, em meio sem ampicilina, as estirpes produtoras de β-
lactamase (estirpes com plasmídeo) apresentam um fitness relativo entre 0,75 (± 0,02), para a 
estirpe A’(R1’), e 1,03 (± 0,03), para a estirpe A(R1’). Assim sendo, o custo relativo para estas 
estirpes varia entre 0 e 25%, em relação à estirpe não produtora (estirpe sem plasmídeo).  
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Das quatro estirpes usadas na primeira parte do estudo, a estirpe com o plasmídeo não 
conjugativo, pBR322, parece ser o que apresenta um maior custo, sendo que os restantes 
apresentam um custo muito próximo de zero. Para A(pBR322), A(R1) e A(R16a), existe 
dependência significativa entre o custo e a frequência inicial de estirpes. Já para A(RP4) o 
custo relativo não é significativamente dependente da frequência das estirpes.  
Não parece claro, porque motivo a estirpe não conjugativa parece ter um custo de fitness 
superior ao das estirpes com plasmídeos conjugativos, uma vez que a primeira não tem de 
suportar os custos inerentes à conjugação. No entanto, é importante salientar que os 
plasmídeos conjugativos são plasmídeos com origem ambiental, sujeitos a poucas alterações 
laboratoriais e, por esse motivo, estão, possivelmente, melhor adaptados a bactérias 
hospedeiras. O plasmídeo pBR322 é um vector artificial, tendo sido criado em laboratório e, por 
isso, é provável que não esteja adaptado a bactérias hospedeiras, nem às condições de 
competição que existem em meios naturais.  
Das duas estirpes usadas na segunda parte do estudo, a estirpe que parece ter o maior custo é 
A’(R1’). A estirpe A(R1’) parece ter um custo muito próximo de zero. Em ambas as situações, o 
custo não é dependente da frequência de estirpes. Uma vez que é a estirpe constituída pelo 
plasmídeo e bactéria hospedeira evoluídos que apresenta um maior custo, é possível que as 
mutações capazes de conferir um maior nível de protecção tenham ocorrido no cromosoma 
bacteriano, uma vez que o custo não se observa em A(R1’) (estirpe com a bactéria ancestral). 
É importante referir, que mesmo quando o custo de fitness parece ser zero, pode ser apenas 
devido à impossibilidade de determinar um custo tão baixo através do método usado, e não ao 
facto de não existir realmente um custo. A determinação do fitness pode ser difícil devido a 
variações de medições durante o procedimento experimental. Nenhum método, por si só, é 
suficiente para determinar o fitness, uma vez que este é uma característica baseada em 
múltiplas propriedades bacteriológicas (Pope et al., 2010).         
 
É possível que a β-lactamase, produzida por estirpes cooperadoras, confira 
protecção a uma estirpe sensível, em meio com ampicilina? 
 
Como referido anteriormente, segundo o modelo teórico de Smith (2001), na presença de não-
cooperadores e ausência de transferência horizontal de genes o que se espera é que os não-
cooperadores aumentem em frequência ao longo do tempo, porque beneficiam dos efeitos do 
comportamento de cooperação, sem pagar os custos da sua produção. À medida que estes 
não-cooperadores se tornam comuns, diluem os benefícios do comportamento de cooperação, 
reduzindo assim a taxa de crescimento de ambas as estirpes, produtora e não-produtora, na 
população.  
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Utilizando a estirpe produtora A(pBR322), analisou-se a protecção conferida pela β-lactamase 
produzida  e secretada por esta estirpe, a uma estirpe sensível à ampicilina.  
Tendo em conta que esta estirpe tem um custo elevado, associado à manutenção do 
plasmídeo e, possivelmente, à produção de β-lactamase, é passível de ser explorada por não-
cooperadores. No entanto, não é conferida nenhuma protecção forte à estirpe sensível, isto é, 
a β-lactamase presente no meio não parece ser suficiente para permitir o crescimento das 
células sensíveis, apenas a sua sobrevivência em baixas frequências (Protecção Fraca). 
Assim, uma vez que não se observou crescimento da estirpe sensível, não parece ser possível 
que esta seja capaz de se fixar na população.  
É possível que a β-lactamase, produzida por estirpes cooperadoras, apenas confira uma 
protecção fraca à estirpe sensível, em meio com ampicilina, devido a natureza do invólucro 
celular das bactérias Gram negativas. As bactérias Gram negativas e Gram positivas possuem 
diferentes invólucros extracelulares, sendo que as bactérias Gram negativas possuem uma 
membrana exterior a rodear a parede celular, criando um espaço periplasmático, inexistente 
nas bactérias Gram positivas, uma vez que estas não possuem a membrana externa (Madigan 
& Martinko, 2006). Assim, a β-lactamase produzida pelas bactérias Gram negativas é retida no 
periplasma, enquanto que em Gram positivas é secretada para o meio exterior e, por isso, a β-
lactamase deve acumular-se em maiores concentrações no meio, no caso das Gram positivas. 
Considera-se assim possível que existam diferenças no grau de protecção conferido por 
espécies Gram negativas e Gram positivas (Clark et al., 2009). 
 
Existindo protecção, de que forma a transferência horizontal dos plasmídeos 
através de conjugação pode afectar a manutenção da estirpe sensível?  
 
Segundo o modelo teórico de Smith (2001), quando existe transferência horizontal dos genes 
responsáveis pelo comportamento de cooperação espera-se que, na presença de não-
cooperadoras, estes inicialmente aumentem a sua frequência, diminuindo a taxa de 
crescimento das produtoras. Quando a população atinge a densidade em que a taxa de 
transferência horizontal é superior ao custo do comportamento, a população de não-
cooperadoras começa, rapidamente, a diminuir, à medida que vão adquirindo os genes que 
codificam o comportamento de cooperação e se tornam produtoras. 
Neste trabalho, foram usados dois conjuntos de estirpes contendo plasmídeos conjugativos. O 
primeiro conjunto é constituído por estirpes com plasmídeos já existentes e conhecidos, sendo 
estes os plasmídeos R1, R16a e RP4. O segundo conjunto, é constituído por estirpes que 
possuem um plasmídeo obtido, neste trabalho, por evolução do plasmídeo R1. Todas as 
estirpes em estudo foram caracterizadas quanto ao seu fitness relativo, I.P. conferido à estirpe 
sensível e taxa de conjugação.  
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As estirpes A(R1) e A(R16a) possuem um I.P. semelhante ao da estirpe A(pBR322), e a estirpe 
A(RP4) caracteriza-se por possuir um I.P. superior ao das estirpes A(pBR322), A(R1) e 
A(R16a). 
A estirpe A(R1) possui um custo bastante próximo de zero. No entanto, seria permaturo afirmar 
que a estirpe sensível não pode actuar como exploraodra uma vez que o custo pode apenas 
ser demasiado baixo para ser detectado com o método usado, aqui. A protecção conferida por 
A(R1) não é diferente da protecção conferida por A(pBR322), isto é, à semelhança do que 
acontece para A(pBR322), a estirpe A(R1) não parece ser capaz de conferir uma protecção 
forte à estirpe sensível, sendo apenas capaz de conferir uma protecção fraca. É possível que, 
tal como para A(pBR322), esta protecção seja fraca devido a uma secreção insuficiente de β-
lactamase, o que resulta numa baixa concentração desta enzima no meio e, por isso, uma 
fraca sobrevivência da estirpe sensível. Para a estirpe A(R1), a taxa de conjugação parece ser 
demasiado baixa para afectar o número de bactérias não produtoras presentes na população. 
Para além disso, as condições em que o número de não produtoras é significativamente 
superior ao número de transconjugantes parece corresponder às condições em que se verifica 
um maior I.P., o que parece indicar que, no geral para esta estirpe, a conjugação não é capaz 
de resolver o problema da exploração da protecção por parte da estirpe sensível.  
A estirpe A(R16a) possui um custo que não é significativamente diferente de zero e, à 
semelhança do que se verifica para as estirpes A(pBR322) e A(R1), não confere protecção 
forte à estirpe sensível em nenhuma das condições, conferindo apenas uma protecção fraca 
em algumas condições. Para a estirpe A(R16a), à semelhança do que se verifica com a estirpe 
A(R1), as condições em que o número de não produtoras é significativamente diferente do 
número de transconjugantes coincidem com as condições em que se verifica protecção. No 
entanto, para esta estirpe, a taxa de conjugação é superior à de A(R1) e, na maioria das 
condições, o número de bactérias não produtoras não é diferente do número de 
transconjugantes. Este resultado parece indicar que para esta estirpe a conjugação transforma 
a maioria das não produtoras em transconjugantes, tornando a estirpe sensível numa estirpe 
resistente que coopera na produção de β-lactamase. Nesta situação, o problema da exploração 
da protecção, embora esta seja fraca, parece ser resolvida pela transferência horizontal do 
plasmídeo para a estirpe exploradora, embora não se verifique para todas as condições. 
Para a estirpe A(RP4), o custo também é próximo de zero. Apesar do seu I.P. parecer ser 
superior ao das restantes estirpes mencionadas anteriormente, não é conferida nenhuma 
protecção forte por esta estirpe, embora na condição de densidade mais elevada estudada, 
para a frequência de 100P:1NP o I.P. pareça ser ligeiramente superior à restantes condições e 
aos I.P.s das restantes estirpes. Para esta estirpe, à semelhança do que se verifica na maioria 
das condições para A(R16a), o número de bactérias não produtoras e transconjugantes não 
são significativamente diferentes às 24 horas. No entanto, para esta estirpe esta observação 
verifica-se para todas as condições, uma vez que a taxa de conjugação é significativamente 
superior à de A(R1) e A(R16a). Assim, para esta estirpe a transferência horizontal do 
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plasmídeo parece tornar a estirpe não produtora numa estirpe produtora, sendo possível 
afirmar que aparentemente a conjugação resolve o problema da exploração da protecção, 
embora esta seja fraca.  
É importante referir que a maior taxa de conjugação de A(R16a) e A(RP4) pode estar 
relacionada com o elevado número de não produtoras disponíveis como receptoras do 
plasmídeo, e este elevado número de não produtoras deverá ser resultado da exploração 
elevada  da protecção conferida por estas estirpes produtoras à estirpe não produtoras. 
Considera-se então o mecanismo de manutenção de cooperação através de transferência 
horizontal de genes como um processo eficiente apenas nalgumas situações, mas não 
universalmente eficiente. Este mecanismo pode estar camuflado por outros mecanismos de 
manutenção de cooperação, inerentes à estirpe hospedeira ou aos plasmídeos usados, uma 
vez que podem ter estado, ao longo da sua evolução, sujeitos a pressão para evitar a 
exploração por parte de outras estirpes. Assim sendo, a experiência de evolução realizada teve 
por objectivo tornar a estirpe “naif” para a competição com outras estirpes e, em simultâneo, 
aumentar o nível de resistência à ampicilina (através do aumento progressivo da concentração 
do antibiótico em questão). 
Uma vez que na estirpe A(R1) a conjugação parece não afectar a protecção conferida à estirpe 
sensível, a evolução desta estirpe parecia ser a mais vantajosa de se estudar, no sentido de se 
observar se na situação de conferir uma protecção forte esta estirpe mantinha a taxa de 
conjugação baixa, ou passava a exibir maior taxa de conjugação, no sentido de tentar eliminar 
a exploração da β-lactamase, por parte da bactéria sensível.  
Assim, procedemos à evolução da estirpe A(R1). Desta forma, o segundo conjunto de estirpes 
é constituído pelas estirpes A’(R1’) e A(R1’), sendo o resultado da evolução do plasmídeo 
conjugativo R1. A estirpe A’(R1’) apresenta um custo elevado de cerca de 25% e confere um 
I.P. significativamente superior ao de A(R1) e A(R1’). Este maior I.P. verifica-se nas condições 
de densidade elevada, para as frequências de 1P:1NP e 100P:1NP, onde se observa uma 
protecção forte da estirpe sensível. Para esta estirpe, embora a taxa de conjugação seja 
significativamente superior à de A(R1) e A(R1’), a conjugação não parece ser capaz de 
resolver o problema da exploração da protecção por parte da estirpe sensível, nas condições 
em que a protecção é mais forte. No entanto, parece ser capaz de resolver o problema noutras 
condições em que há protecção fraca. O que significa que, quando a exploração parece ser 
superior, a conjugação não é capaz de eliminar a estirpe não-produtora. Esta capacidade de 
exploração da estirpe sensível pode estar relacionada com o elevado custo da estirpe A’(R1’), 
uma vez que existe correlação entre o I.P. e o custo desta estirpe. 
A estirpe A(R1’) não parece ter um custo associado, e possui um I.P. que não é 
significativamente superior ao da estirpe A(R1). No entanto, esta estirpe confere protecção 
forte na densidade mais elevada, para a frequência 100P:1NP. Para esta estirpe a taxa de 
conjugação é significativamente superior à de A(R1), mas inferior à de A’(R1’), no entanto, 
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observa-se o mesmo do que para a estirpe A’(R1’). A conjugação não é capaz de resolver o 
problema da exploração da protecção na situação em que a protecção conferida é forte, mas 
nalgumas condições de protecção fraca é capaz de transformar as bactérias não produtoras 
em transconjugantes que cooperam na produção de β-lactamase. 
No geral, a conjugação apenas parece eliminar, consistentemente, a exploração da produção 
de β-lactamase por parte das bactérias sensíveis nas estirpes A(R16a) e A(RP4), uma vez que 
nestas estirpes o número de transconjugantes parece sobrepor-se ao número de não 
produtoras, não permitindo a existência de exploração da protecção conferida pelas bactérias 
produtoras. Nas restantes estirpes, quando a protecção conferida é forte, a taxa de conjugação 
parece não ser suficiente para eliminar a exploração da protecção, por parte da estirpe não 
produtora. No entanto, estas observações são apenas para as 24 horas iniciais, sendo 
necessário observar a evolução dos sistemas de competição por maiores períodos de tempo, 
para poder afirmar se a conjugação pode, de facto, afectar a exploração da protecção conferida 
pelas estirpes produtoras de β-lactamase, ou não.  
 
Em situações nas quais existe protecção forte e não ocorra interferência por 
parte da conjugação, é possível a protecção manter-se ao longo do tempo, 
permitindo a fixação da estirpe sensível?   
 
As competições entre as estirpes produtoras A’(R1’) e A(R1’),e a estirpe sensivel wt(-), foram 
prosseguidas para além das 24 horas iniciais, para determinar a evolução do comportamento 
das estirpes cooperadoras quando exploradas pela estirpe sensível. 
A protecção conferida por A’(R1’) mantêm-se inalterada, entre as 24 e as 120 horas. E, a taxa 
de conjugação não difere ao longo do tempo, mantendo-se o número de não produtoras e de 
transconjugantes significativamente diferente até às 120 horas. O que se conclui portanto é que 
a conjugação não parece ser capaz de resolver o problema da exploração da protecção 
conferida à estirpe sensível e, isto, apesar do custo elevado do plasmídeo (23-26%). Esta 
conclusão não parece estar de acordo com o modelo de Smith (2001).     
A protecção conferida por A(R1’) mantêm-se semelhante, entre as 24 e as 120 horas. A taxa 
de conjugação varia com o tempo. Entre as 24 e as 48 horas o número de não produtoras e de 
transconjugantes é significativamente diferente,  e entre as 72 e as 120 horas esta 
diferença desaparece, sendo impossível distinguir entre os dois tipos de bactérias. Assim 
sendo, a conjugação parece ter sido capaz de eliminar toda a exploração da protecção 
existente, isto apesar do custo quase nulo do plasmídeo. 
Assim, o modelo de Smith (2001) poderá não ser de observação universal, mas não se pode 
excluir a sua veracidade com base nas observações deste trabalho.  
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É possível que a protecção e taxa de conjugação sejam dependentes da 
densidade e frequência inicial de estirpes? 
Segundo a Teoria da Selecção de Parentesco de Hamilton (1964) a cooperação é favorecida 
entre indivíduos aparentados e, quanto mais participativa for esta cooperação maior serão os 
benefícios oferecidos a indivíduos cooperadores e não-cooperadores, independentemente de 
alterações de frequência de cooperadores. No entanto, em trabalhos mais recentes é sugerido 
que a dependência da frequência pode fazer parte da teoria de selecção de parentesco em 
casos de selecção forte (Ross-Gillespie et al,. 2007). Assim sendo, se a pressão selectiva 
existente for fraca, o custo imposto aos cooperadores pelos não-cooperadores é 
suficientemente baixo para ser negligenciado, logo não existe dependência da frequência 
(Rousset, 2004; Wild & Trauslen, 2007). Neste caso os não-cooperadores não exploram tanto 
e/ou o impacto da exploração quase não se nota, logo a frequência de cada interveniente 
torna-se irrelevante. Se a pressão selectiva existente for forte, o custo imposto pelos não-
cooperadores torna-se mais importante, e se este custo é função da frequência dos não-
cooperadores, então existe a possibilidade de haver uma selecção dependente da frequência. 
Assim, em situações de selecção forte o fitness de cooperadores e não-cooperadores vai estar 
dependente da frequência de cada um, existindo uma correlação negativa entre a frequência 
de não-cooperadores e o fitness dos indivíduos da população: (1) Quanto menor for a 
frequência de não-cooperadores, maior será o fitness dos não-cooperadores em relação ao 
dos cooperadores; (2) Quanto maior for a frequência de não-cooperadores, menor será o 
fitness dos não-cooperadores em relação ao dos cooperadores. Mais não-cooperadores 
equivale a uma menor produção de bens públicos com maiores consequências para não-
cooperadores que vão receber menos bens, logo, menor será o fitness dos não-cooperadores 
(Ross-Gillespie et al., 2007). 
Em relação à dependência da frequência ainda é importante salientar que esta parece estar 
associada a outros factores, para além da força de selecção, nomeadamente, factores como a 
Estrutura e a Taxa de Crescimento da população. Em casos de selecção forte, a estrutura da 
população parece afectar a cooperação da seguinte forma: (1) Na ausência de estrutura 
populacional, não existe dependência da frequência porque os cooperadores e não-
cooperadores partilham o mesmo ambiente social; (2) Se a população estiver totalmente 
estruturada, como por exemplo, quando a grande maioria das bactérias só têm vizinhas iguais 
a si próprias, não existe dependência da frequência porque o ambiente social de um indivíduo 
depende apenas da sua própria estratégia de cooperação e não da frequência global de 
cooperadores; (3) Se a população tiver uma estrutura intermédia, existe uma dependência 
negativa da frequência dos não-cooperadores, porque os cooperadores dispõem de mais bens 
públicos no seu ambiente do que os não-cooperadores. Quanto maior a estrutura, menor o 
fitness dos não-cooperadores (quanto maior a mistura, maior a hipótese de exploração). Em 
relação à Taxa de Crescimento da população, em casos de forte pressão selectiva, a 
dependência da frequência de não-cooperadores parece traduzir-se da seguinte forma: (1) 
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Quando o crescimento de uma população depende da sua composição genética o fitness dos 
não-cooperadores depende da sua frequência; (2) Se o crescimento da população é 
negligenciável na prevalência de não-cooperadores, espera-se pouca alteração na dimensão e 
composição genética, porque os não-cooperadores têm poucas hipóteses de explorar; (3) Se 
mais colónias cooperadoras originarem mais cooperação e, por isso, mais crescimento, 
diferentes níveis de crescimento de cooperadores e não-cooperadores – alterações mais 
pronunciadas na frequência de genes; (4) Maior crescimento mais hipóteses de exploração 
(Ross-Gillespie et al., 2007).     
Por outro lado, como é que a selecção da cooperação pode ser afectada pela ecologia e 
demografia das populações (Frank, 1998; Rousset, 2004; Lehman & Keller, 2006)? A 
composição genética, densidade, subestrutura e grau de mistura entre indivíduos afectam a 
disseminação e estabilidade das estratégias comportamentais dentro da populaão (Leimar & 
Hammerstein, 2006; West et al., 2007c; Ross-Gillespie et al., 2009)). No geral,o fitness dos 
não-cooperadores parece aumentar com a densidade inicial, isto é a proximidade de colónias 
de cooperadores faz aumentar o fitness dos não-cooperadores (Leimar & Hammerstein, 2006; 
West et al., 2007b; Ross-Gillespie et al., 2009). Com o aumento da densidade celular, a 
disponibilidade de bens públicos dentro de um grupo social está menos dependente de cada 
célula individual e está mais dependente do investimento médio feito pelas outras células do 
grupo social (mais oportunidades dos não-cooperadores para explorar cooperadores). A 
dependência positiva da densidade diminui em magnitude à medida que a população se torna 
mais estruturada geneticamente, os não-cooperadores têm maior probabilidade de estar num 
grupo social com outros não-cooperadores (diminui oportunidades de exploração) (Ross-
Gillespie et al., 2009). 
Os resultados observados neste trabalho estão, parcialmente, de acordo com os modelos 
acima apresentados. Quase todas as estirpes em estudo revelaram conferir uma protecção 
dependente da frequência de estirpes, sendo que todas elas conferem maior protecção quando 
a estirpe não produtora se encontra em raridade (100P:1NP), o que está de acordo com os 
modelos e observações existentes na literatura (Ross-Gillespie et al., 2009). Apenas a estirpe 
A(R1) difere das restantes, sendo que a protecção conferida pela estirpe A(R1) não é 
dependente da frequência inicial das estirpes. 
Para quase todas as estirpes estudadas existe dependência entre a protecção e a densidade 
inicial da cultura, nomeadamente, para A(pBR322), A(R16a), A(RP4), A’(R1’) e A(R1’), verifica-
se uma maior protecção em densidades mais elevadas. Apenas a estirpe A(R1) não possui 
uma dependência entre a protecção e a densidade, ao contrário  do que está descrito na 
literatura (Ross-Gillespie et al., 2007).  
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O sistema estudado neste trabalho envolve a competição, em meio estruturado com ampicilina, 
de uma estirpe resistentes à ampicilina, produtoras de β-lactamase, com uma estirpe sensível à 
ampicilina, não produtora da β-lactamase. Com base neste trabalho foi possível concluir que, 
apesar de reunidas as condições para as bactérias sensíveis actuarem como não-
cooperadores, explorando a produção de β-lactamase, nunca se verificou a exploração da 
protecção por parte da estirpe sensível a um nível suficiente para garantir a estabilização desta 
estirpe na população. Como já foi referido anteriormente, esta dificuldade em explorar as 
estirpes produtoras pode estar relacionada com a natureza do invólucro celular das bactérias 
Gram negativas em estudo. Assim sendo, uma das possibilidades de continuação dos estudos 
deste trabalho passaria pela realização de ensaios semelhantes aos realizados, desta vez com 
bactérias Gram positivas. Em bactérias Gram positivas não parece existir uma barreira 
fisiológica à secreção da β-lactamase, no sentido de determinar se existe uma variação no 
nível natural de protecção conferida a um estirpe sensível, por parte de estirpes produtoras. 
A segunda conclusão que foi possível tirar a partir deste trabalho é que a conjugação parece 
nem sempre conseguir resolver a exploração da protecção, conferida pelas β-lactamase da 
estirpe produtora, por parte das bactérias sensíveis. No entanto, como referido, nunca se 
verificou uma protecção suficiente para a fixação da estirpe sensível na população e, por isso, 
torna-se difícil poder afirmar se a conjugação pode ou não resolver o problema da exploração. 
Foram observadas situações em que: (1) às 24 horas de competição, a conjugação não 
resolveu o problema da exploração da protecção conferida à estirpe sensível, quando esta 
protecção era fraca (estirpe A(R1)); (2) às 24 horas de competição, a conjugação pareceu 
resolver o problema da exploração, na maioria das condições, quando a protecção conferida 
era fraca (estirpes A(R16a) e A(RP4)); (3) após 120 horas de competição, a conjugação não 
pareceu ser capaz de resolver o problema da exploração da protecção conferida à estirpe 
sensível, quando esta protecção era forte (estirpe A’(R1’)); e (4) após 24 horas, a conjugação 
não resolveu o problema da exploração da protecção conferida à estirpe sensível, quando esta 
protecção era forte, mas passadas 120 horas, a conjugação parece ter resolvido o problema 
(estirpe A(R1’)). Torna-se assim complicado poder estabelecer uma regra com base nas 
observações deste trabalho. Seria importante, no futuro, silenciar os genes responsáveis pela 
conjugação, nas estirpes em que parece ter sido resolvido o problema da exploração da 
protecção, no sentido de determinar o nível de protecção conferido por estas estirpes na 
ausência de conjugação. 
A terceira conclusão que se poder tirar deste trabalho é que a dependência geral entre a 
protecção e a densidade e frequência nem sempre se verifica nalguns casos específicos. Por 
exemplo, para a estirpe A(R1), não existe dependência entre a protecção e a densidade e 
frequência iniciais de estirpes. Quando se verificam, a dependência de densidade revela uma 
maior protecção em densidades mais elevadas e a dependência da frequência revela uma 
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maior protecção na raridade da estirpe não produtora, de acordo com o referido pela literatura 
(Ross-Gillespie et al., 2007, 2009). 
Finalmente, é importante voltar a referir que o artigo teórico no qual se baseou este trabalho 
experimental era referente à exploração de factores de virulência por parte de estirpes não 
produtoras, sendo os factores de resistência a antibióticos apenas referidos como outro 
potencial bem público para o qual o modelo seria aplicado. Neste sentido, parece ser 
importante realizar um estudo semelhante ao presente em bactérias produtoras de factores de 
virulência, passíveis de serem exploradas por bactérias não produtoras, para tentar determinar 
a validade do modelo de Smith (2001) para factores de virulência.           
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